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MELANGE DE PEPTIDES ISSUS DES PROTEINES C ET NS3 
DU VIRUS DE L'HEPATITE C ET LEURS APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a un melange de peptides issus des 
proteines C et NS3 du virus de ltiepatite C (VHC) ainsi qu'a ses applications en tant 

5 que m6dicament (dans des compositions immunogenes, aptes k stimuler la production 
de lymphocytes T CD4+ anti-VHC in vivo et done utiles pour la prevention et le 
traitement des infections a VHC) ou en tant que reactif de diagnostic de lymphocytes 
T specifiques du VHC, notamment pour evaluer Tetat immunitaire des patients. 

Le virus de l'hepatite C (VHC) a ete identifie en 1989 corame 6tant 

10 Tagent etiologique majeur des hepatites non-A non-B (Kato et al., P.N.A.S., 1990, 87, 
9524-). L'homme est le seul hfite connu du VHC mais le virus peut etre transmis 
exp6rimentalement aux chimpanzes. Le VHC infecte les hepatocytes, mais egalement 
certaines cellules du systfeme immunitaire comme les lymphocytes, les monocytes et 
les cellules dendritiques. 

15 La transmission du virus est essentiellement parenterale. Toutefois, 

comme les infections de novo sont rarement decelables, la voie de contamination 
demeure inconnue dans plus de 40% des cas. La prevalence de Fhepatite C est elevee 
dans la population generate, de l'ordre de 1 a 2% en Afrique, en Am6rique, en Europe 
ainsi qu'en Asie du sud-est (Alter et aL, Blood, 1995, 85, 1681-). Elle pourrait 

20 atteindre 5% dans certaines regions de Chine et dans le pacifique-ouest. Au Moyen- 
Orient, la prevalence varie de 1 jusqu'i 12%. Ainsi, il est estime que 170 millions 
d'individus dans le monde sont porteurs du VHC. 

Le VHC fait partie du genre Hepacivirus au sein de la famille des 
Flaviviridae. C'est un virus a ARN brin positif de 9,4 kb. Le genome possede un 

25 cadre de lecture ouvert principal qui code pour un long polypeptide clivable en 8 pro- 
teines. La proteine de capside (Core ou C, 191 acides amines) possede une capacite de 
liaison k TARN viral et constitue la nucteocapside virale. Elle participe 6galement a 
des effets cytopathog^nes directs. Les glycoproteines El et E2 sont ins6rees dans 
Tenveloppe du virus et impliquees dans les interactions avec les cellules hotes notam- 

30 ment via le r6cepteur CD81. La proteine NS2 possede une fonction metalloprotease 
impliquee notamment dans le clivage NS2/NS3. NS3 (631 acides amines, le premier 
acide amine de la proline NS3 correspond k celui situ6 en position 1007 dans la 
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sequence de la polyproteine du VHC) et NS4 participent a la fois a une activite serine 
protease et ARN helicase. Les proteines NS5A et NS5B sont des polymerases a ARN 
participant k la replication du genome du VHC. Dans ce qui suit, la numerotation des 
acides amines est indiquee en reference a la sequence de la polyproteine du VHC de 
5 genotype la (SWISSPROT P26664 et Choo et al., P.N.A.S., 1991, 88, 2451-2455) ; il 
y a lieu de noter que cette numerotation est identique pour tous les genotypes du VHC 
dans la mesure ou leurs polyproteines presentent la meme taille. 

Le VHC peut etre classifie en 6 genotypes ou clades (designes de 1- 
6) et jusqu'a 100 sous-types (design6s par a, b, c, etc). Cette classification selon 

10 Simmonds et al. (J. Gen. Virol., 1993, 74, 239 1-) est basee sur une analyse phylo- 
g6n6tique des sequences NS5. La variability inter-genotypique affecte egalement, 
mais a differents degres, les autres proteines virales. Les genotypes 1-3 ont une 
distribution mondiale, les genotypes 4 et 5 sont presents principalement en Afiique 
tandis que le genotype 6 est principalement distribue en Asie. Au sein d'un individu 

15 infecte, les VHC ne represented pas une espece homogene mais constituent de 
nombreuses quasi-especes. Ce ph&iomene est le resultat de I'apparition de mutations 
au sein du genome dues a la faible fidelite de replication de la polymerase virale. 

Le VHC occasionne chez Thomme des infections aigues pouvant se 
r6soudre naturellement mais peut conduire dans plus de 80% des cas a la persistance 

20 du virus. La phase aigue est relativement benigne avec seulement 20 k 30% des per- 
sonnes infectees d6veloppant des sympt6mes ou des signes cliniques. Environ 60% 
des patients ont une augmentation des transaminases temoignant d'une hepatite chro- 
nique. Les etudes epidemiologiques indiquent que 20% des individus porteurs du virus 
developpent une cirrhose apres une vingtaine d'annees suivie d'une decompensation 

25 hepatique, voire d'un hepatocarcinome. Dans les pays industrialises, le VHC est 
responsable au total de 20% des hepatites aigues, de 60% des carcinomes hepato- 
cellulaires et de 30% des transplantations hepatiques, Les traitements actuels 
(interferon-alpha/ribavirine) permettent la gu6rison d'environ 50% des patients en 
phase chronique. 

30 Contrairement & Pinfection par le VTH, Tinfection par le VHC n'est 

pas systematiquement persistante. De nombreux patients infectes arrivent en efFet k 
surmonter Tinfection gralce k une reponse immunitaire efficace. Des lymphocytes T 
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auxiliaires (T helper) pourraient etre impliques dans le controle precoce de la repli- 
cation virale (Thimme et al; J Exp. Med., 2001, 194, 1395). En effet, une forte activite 
des lymphocytes T auxiliaires, specifiques des proteines C, NS3, NS4 et NS5, et de 
type Thl (c'est-a-dire secretant des interleukines telles que VJL2 et TIFNy) est associee 
5 au processus de guerison spontanee (Diepolder et al., Lancet, 1995, 346, 1006-; Pape 
et al., J. Virol. Hepat. SuppL, 1999, 1, 36; Gerlach et al., Gastroenterology, 1999, 1 17, 
933). A Pinverse, une reponse T helper Th2 (c'est-a-dire caractdrisee par la secretion 
dTL4 et dTL5) est associee k un mauvais pronostic de devolution de Pinfection & 
VHC (Tai et al., J. Biomed. Sci., 2001, 8, 321). L' implication des lymphocytes T 
10 auxiliaires dans revolution de l'infection a VHC a ete confortee par des analyses 
immunogen6tiques r6velant une correlation entre la gu6rison spontanee et les alleles 
HLA de classe E (HLA-DRBI*1101/DQB1*03 ; Thurzs et al., J. Virol. Hepat., 1997, 
4, 215). 

En revanche, chez les patients infectes chroniques, un nombre 

15 restreint d'epitopes T sont capables de restimuler, in vitro, les lymphocytes T issus du 
sang peripherique ou de prelevements hepatiques et il est done difficile de mesurer la 
production ^interferon y par les lymphocytes T auxiliaires, aprfes stimulation par les 
proteines virales (Core, NS3, NS4 et NS5). II semblerait que Torientation de la 
reponse immunitaire vers un profil du type Th0/Th2, ainsi qu'une tolerance aux 

20 antigenes viraux soient a Torigine de cette perte de Timmunite anti-virale et done de la 
persistance du VHC. 

Les reponses cellulaires m6diees par les lymphocytes T CD4 + auxi- 
liaires sont tres souvent impliquees dans les mecanismes anti-viraux. Specifiques des 
antigenes, les lymphocytes T CD4 + sont en effet capables de detecter la presence d'un 

25 agent pathogfene et sous Teffet de cette reconnaissance, de declencher une r6ponse 
immunitaire. La reconnaissance des antigenes conduit en effet k leur activation. Une 
fois actives, les lymphocytes T CD4+ s6cr&tent la plupart des cytokines necessaires au 
recrutement de cellules effectrices que sont les lymphocytes CD8+ cytotoxiques et les 
lymphocytes B producteurs d'anticorps. lis interviennent 6galement dans Tactivation 

30 des cellules par des contacts cellulaires et par exemple induisent Tactivation par le 
CD40 des cellules dendritiques presentatrices de Tantigene. Enfin, ils peuvent jouer 
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eux-memes le role d'effecteurs en produisant des lymphokines anti-virales comme 
I'lFN-y et TNF-a. 

Que le role benefique des lymphocytes T CD4+ dans la resolution 
de Tinfection par le VHC resulte d'une action directe ou indirecte, il constitue un 
5 important argument en faveur de vaccins diriges contre le VHC et capables de stimu- 
ler une forte reponse CD4+ de type Thl. En particulier, Tutilisation de peptides 
capables de stimuler ces cellules constituent une approche vaccinale tres interessante 
k la fois efiBcace et economiquement viable. Toutefois, les peptides que reconnaissent 
les lymphocytes T auxiliaires sont difficiles a definir en raison du polymorphisme des 

10 molecules HLA H. 

En effet, les lymphocytes T CD4+ ne reconnaissent les antigfenes que 
sous la forme de peptides presentes par les molecules HLA EL Plus precisement, 
Tactivation des lymphocytes T CD4+ se fait sous Teffet de la presentation de peptides 
par les molecules HLA n que portent les cellules presentatrices (APC). Ces peptides, 

15 appeies epitopes T, r6sultent de la degradation proteolytique des antigdnes par FAPC. 
lis ont des longueurs variables generalement de 13 a 25 acides amin6s et possedent 
une sequence qui les rend capables de se lier aux molecules HLA EL Les molecules 
HLA II sont des heterodimeres, capables de lier un repertoire important de peptides 
ayant des s6quences tr&s differentes. II existe quatre types de molecules HLA II par 

20 individu (2 HLA-DR, 1 HLA-DQ et 1 HLA-DP), la molecule HLA-DR dont la chaine 
P est codee par le gdne DRB1 6tant la plus exprimee. Ces isoformes possMent des 
proprietes de liaison differentes entre elles, ce qui implique qu'elles peuvent lier des 
peptides differents d f un meme antigene. Elles sont tres polymorphes et on a denombre 
au moins 200 alleles differents pour DRBL I^s molecules issues des locus DRB3, 

25 DRB4, DRB5 et DPB1 sont moins polymorphes. Du fait de ce polymorphisme, 
chaque individu reconnait dans un antigene un ensemble de peptides dont la nature 
depend des molecules HLA II qui le caract£risent. 

Au polymorphisme des molecules HLA II, il faut ajouter la difficulte 
de trouver des sequences conservees entre les differentes souches de VHC. 

30 Un des moyens le plus utilis6 pour d6finir les epitopes T CD4+ de 

type auxiliaire est de mesurer la capacite de peptides & faire prolif&rer les cellules 
mononucle6es d'individus ayant et6 en contact avec Tantig&ne considere. 
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Un certain nombre d'Auteurs ont identifie des peptides du VHC 
comme etant des Epitopes T chez les patients Studies : 

- Diepolder et al., precites, ont montre I'existence d'epitopes du VHC 
issus de la proteine NS3 (NS3 1248-1261, NS3 1388-1407, NS3 1450-1469) reconnus 

5 par des lignees T auxiliaires obtenus a partir de patients en phase aigue. 

- Lamonaca et al. (Hepatology, 1999, 30, 10888) ont identifie cinq 
epitopes majeure (Core 21-40, NS3 1253-1272, NS4 1767-1786, NS4 1907-1926, NS4 
1909-1929), selon une approche similaire. Ces peptides sont a la fois immuno- 
dominants, conserves et presentes par plusieurs molecules HLA II ; sont plus particu- 

10 lierement decrits 4 peptides immunodominants : C 21-40, NS3 1253-1272 et NS4 
1767-1786, 1907-1926 et 1909-1929. Les tests de liaison a des molecules HLA E les 
plus frequentes dans la population caucasienne et mondiale (DR1, DR4, DR7, DR11, 
DR15, DRB5, DR6, DR8 et DR9) presentes dans le tableau 3 de ce document 
montrent que seuls les peptides issus de NS3 et de NS4 (NS3 1253-1272, NS4 1767- 

15 1786 et NS4 1909-1929) se lient avec une activite de liaison inferieure a 1000 nM a 
aux moins 4 des molecules HLA n dont la frequence est superieure a 5 % dans la 
population caucasienne (DR1, DR4, DR11, DR7, DR15 et DRB5). En revanche, le 
peptide issu de la proteine C (C 21-40) se lie avec une forte affinite uniquement a une 
de ces molecules HLA n, a savoir DR15. 

20 - Tabatabai et al. (Hum. Immunol. 1999, 60, 105) ont identifie 

plusieurs epitopes majeure (NS3 1384-1401, NS3 1454-1471) chez un unique patient 
chroniquement infecte ; ces 6pitopes sont capables d'induire la proliferation et la 
production d'IL-2. 

- Godkin et al. (Eur. J. Immunol., 2001, 31, 1438 ; voir egalement la 
25 Demande Internationale PCT WO 02/34770 au nom de Imperial College Innovations 

Ltd) ont identifie plusieurs 6pitopes T helper restreints par Pallele HLA-DR1 1, chez 
plusieurs patients non-vir&niques ou chroniquement infectes ; il s'agit de peptides et 
polypeptides restreints a DR1 1 et non de melanges de peptides se liant aux molecules 
HLA II les plus fr6quentes dans la population caucasienne. 
30 - Hoffrnann et al. (Hepatology, 1995, 21, 632) ont demontre que les 

cellules mononucleees du sang peripherique de patients en phase chronique reconnais- 
saient plusieurs peptides deriv6s de la proteine Core. 
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II existe d ! autres etudes similaires, toutes basees sur les reponses de 
cellules mononucleees de patients infectes par le VHC (Woitas et aL, J. Immunol., 
1997, 159, 1012 ; Lechmann et aL , Hepatology, 1996, 24, 790 ; Leroux-Roels et aL, 
Hepatology, 1996, 23, 8 ; Lohr et aL, Liver, 1996, 16, 174. 

Les peptides epitopes T identifies dans ces etudes, qui sont issus des 
proteines les plus conserves du VHC (C et NS3), sont illustres au Tableau L 

Tableau I : Sequences des peptides C et NS3 identifies comme 



etant des epitopes T par des tests de proliferation 



Peptide 


Restriction 
HLA 


Reference 


Peptide 


Restriction 
HLA 


R^Krence 


Cl-24 




Woitas 


C131-150 




Hoffmann 


C21-40 


DRB1*1101 
DQB1*0301 


Lamonaca 


C133-152 




Leroux-Roels 


C20-44 




Woitas 
Lechmann. 


C138-162 




Lechmann 


C23-42 




Hoffmann 


C141-155 


DR11 


Godkin 

WO 02/34770 


C31-45 


DR11 


Godkin 

WO 02/34770 


C142-161 


- 


Hoffmann 


C39-63 


DR4 


Lechmann 


C141-160 


m 


Woitas 


C41-60 


- 


Lamonaca 


C145-164 


- 


Leroux-Roels 


C47-70 


- 


Lohr 


C148-172 


DRll 


Woitas 
Lechmann | 


C55-74 




Hoffmann 


C153-172 




Hoffmann 


C66-85 


_ 


Hoffmann 


C157-176 




Leroux-Roels 


C73-92 




Leroux-Roels 


C161-180 


DRB1*08032 


Kaneko 


C71-90 




Lamonaca 


C168-192 




Woitas 
Lechmann 


C79-103 




Woitas 
Lechmann 


N1205-1221 


DRll 


Godkin 

WO 02/34770 


C81-100 




Lamonaca 


N1242-1261 0 




Diepolder 


C85-104 




Leroux-Roels 


N1248-1261 


DRB1*0404 
DRB1*1101 
DRB1*1201 
DRB1*1301 
DRB1*1601 


Diepolder 


C91-110 




Lamonaca 


N1248-1267 




Diepolder 


C97-116 




Leroux-Roels 
Lamonaca 


N1245-1269 


DRll 


Godkin 


C101-115 




Lohr 


N1253-1272 


DQB1*0301 


Lamonaca 


Clll-130 


DRB1*08032 


Kaneko 


N1293-1331 




Tabatai 


C109-128 




Leroux-Roels 
Hoffmann 


N1388-1407 


DRB1*1501 


Diepolder 


C120-139 




Hoffmann 


N1384-1401 




Tabatai 


C121-140 




Leroux-Roels 


N1450-1469 


DRB1*1302 


Diepolder 


C118-142 




Woitas 


N1447-1464 




Tabatai 


C128-152 




Woitas 
Lechmann 


N1454-1471 




Tabatai 



- Non d6termine / et variants de ces peptides dont le peptide minimum N125 1-1259. 
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II ressort du Tableau I que les sequences des epitopes T varient 
d*une etude k l'autre, traduisant le manque de precision de cette approche. II est en 
effet difficile, au vu de la diversity des reponses observees, de ddfinir des sequences 
epitopes T pour l'ensemble de la population caucasienne. Ces sequences ne sont 
5 adaptees qu'aux patients ayant servi a ces travaux. Ces differences de reponse 
s'expliquent d f une part par la representative des echantillons qui n'est pas evaluee. En 
particulier, dans les etudes ou les patients ne sont pas types pour leurs molecules 
HLA, nul ne sait si les differents alleles sont representes selon les frequences de la 
population generate. La reponse de nombreux patients a un peptide particulier peut 

10 alors resulter dun biais de Techantillonnage et non de la capacite effective d ! un 
peptide a etre reconnu par l'ensemble des patients. D'autre part, dans le cas de l'infec- 
tion par le VHC, plusieurs etudes ont ete effectuees sur des patients infectes de 
manidre chronique. Du fait de la persistance du virus chez ces sujets, il est possible 
qu'ils presentent une tolerance aux epitopes T les plus efficaces k etre presentes. Dans 

15 ce contexte, les epitopes les plus interessants pourraient avoir disparu de la reponse 
immunitaire qui se maintiendrait pour des epitopes moins stimulants mais qui ne 
parviendrait pas a eliminer le virus. Cette hypothese est d'ailleurs emise par Tabatabai 
et al., precit6. Ces tests de proliferation sont done insuffisants pour definir des 
sequences adaptees k la vaccination de Tensemble de la population. 

20 Parmi les peptides ayant une activite de stimulation de lymphocytes 

T identifies, quelques uns seulement se lient aux molecules HLA II (Tableau D). 
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Tableau BE : Liaison des peptides C et NS3 aux molecules BDLA II 



Peptides 


Liaison a 


C21-40 


DRB1*1501 


N1242-1261 


DRB1*0101, 1501, 0401, 0404, 
1101, 1302, 0701, 0802, 0901, 
DRB5* 0101 


N1248-1267 


DRB1*0101,1501, 0401, 0404 1101, 
1302,0701,0802,0901 


N1248-1261 


DRB1*0101, 1501, 0401, 0404, 
0405, 1101, 1302, 0802, 0901 


N1253-1272 


DRB1*0101, 0401, 1101, 701, 1501, 
1302, 0802, 0901 


N 1388-1407 


AUCUN 


N1450-1469 


AUCUN 



Dans 1'article aux noms de Diepolder et al., pr6cite, les Auteurs ont 
en effet etudie pour 5 peptides de la proteine NS3, la capacity & lier des motecules 
5 HLA II frequemment rencontrees. De fait, ils ont montre que l'epitope NS3 1248-1261 
ou des peptides variants (1242-1261 et 1248-1267) presentent une capacit6 de liaison 
pour 9 a 10 allies HLA-DR k savoir : DRB1*0101, 1501, 0401, 0404, 0405, 1101, 
1302, 0802, 0901 et DRB5*0101. En revanche, les peptides 1388-1407 et 1450-1469 
sont inactifs. 

10 Dans Particle de Lamonaca et al., precite, les Auteurs ont egalement 

montre, par des tests de liaison, que le peptide Core 21-40 se lie a DRB1*1501 et que 
le peptide NS3 1253-1272 se lie & DRB1*0101, 0401, 1101, 701, 1501, 1302, 0802, 
0901. 

II ressort de ce qui precede qu'aucun peptide du VHC se liant aux 
15 molecules HLA II les plus frequemment rencontrees dans la population caucasienne, 
n f a 6te identifie pour la protdine C qui est la plus conservee et done particulierement 
adaptee k la vaccination contre les differents genotypes du VHC. En outre, parmi les 
peptides de la prot6ine NS3 ayant une activit6 de stimulation de lymphocytes T qui 
ont ete etudi6s, un seul peptide se lie aux motecules HLA EL les plus frequemment 
20 rencontrees dans la population caucasienne. 
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II existe un nombre important de molecules HLA II dont la r6parti- 
tion n ! est pas homogene dans le monde. Ainsi, dans une population donnee un 
ensemble d'alleles regroupe k lui seul Tessentiel des alleles de la population. Par 
exemple en France qui est une population caracteristique de la population caucasienne 
5 (USA, Europe), seuls 7 alleles du locus DRB1 depassent les 5 %. II s'agit des alleles 
DRB1*0101, DRB1*0301, DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*1101, DRB1*1301 et 
DRB 1*1501 qui representent a eux seuls 64% de la population. Ces memes alleles 
sont les plus abondants alleles HLA-DR dans les autres populations caucasiennes. 
Leur frequence varie entre 53% (en Espagne) a 82% (au Danemark). Pour les Etats- 

10 Unis et le Canada, ils repr6sentent respectivement 58 et 55% des alleles de la popula- 
tion. Les molecules HLA-DRB3, -DRB4 et DRB5 qui sont des molecules HLA-DR 
dont la chaine p n'est pas codee par le gene DRB1 sont pr6sentes egalement avec des 
fr6quences alleliques importantes, car elles sont moins polymorphes que les molecules 
DRB1. Leur frequence allelique est en effet de 9,2% pour DRB3*0101, 28,4% pour 

15 DRB4*010i et 7,9% pour DRB5*0101. Elles couvrent done a elles seules 45% de la 
frequence allelique. Enfin, les molecules HLA-DP4 qui regroupent les molecules 
codees par les alleles DPB 1*0401 et DPB 1*0402 sont les molecules HLA II les plus 
abondantes en Europe et aux Etats-Unis. Leur frequence allelique est en effet de 40 % 
et 11 % respectivement, ce qui signifie qu'elles sont Tune ou l'autre trouvees chez 

20 environ 76% des individus. Les peptides presents dans une sequence peptidique et qui 
lient Pensemble de ces alleles inclus done les epitopes T de la majorite de la popula- 
.tion. 

C'est pourquoi les Inventeurs se sont donnds pour but de pourvoir k 
un ensemble de peptides aptes a etre incorpores dans une composition immunog^ne et 

25 & stimuler des lymphocytes T CD4+ anti-VHC, chez la majorite des individus cauca- 
siens europeens ou d'Amerique du Nord, pour induire effectivement une reponse 
proliferative et multi6pitopique (qui fait appel a plusieurs 6pitopes) specifique des 
composants du virus. 

Un tel ensemble a pour propriete d'6tre efficace chez un grand 

30 nombre de sujets, alors que les peptides de Tart ant6rieur sont actifs chez quelques 
individus et sont inactifs chez la majorite des autres individus, parce que ces derniers 
ne reconnaissent pas les proteines du VHC par les memes d6terminants. 
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Pour ce faire, les Inventeurs ont identifie les sequences de peptides 
issus des proteines C et NS3 du VHC restreints aux molecules HLA II preponderates 
dans les populations caucasiennes et ils ont montre que les peptides issus de la 
proteine C, de preference associes a des peptides issus de la proteine NS3, induisent 
5 effectivement une reponse immunogene et protectrice chez un grand nombre 
d'individus, qui implique plusieurs Epitopes. 

En outre, ces peptides qui reconnaissent des lymphocytes T speci- 
fiques d'HCV chez les patients infectes, sont utiles pour le diagnostic de l'etat 
immunitaire de ces patients vis-a-vis du virus de Thepatite C. 

10 La presente invention a en consequence pour objet un melange de 

peptides, caracterise en ce qu'il inclut au moins deux peptides differents issus du virus 
de Miepatite C (VHC), dont Tun au moins est un peptide issu de la prot6ine C, se liant 
a au moins quatre molecules HLA II differentes dont la frequence allelique est supe- 
rieure a 5 % dans la population caucasienne, avec une activite de liaison < 1000 nM. 

15 Conform6ment k Tinvention, ledit melange comprend egalement, 

outre ledit peptide C tel que defini ci-dessus, un ou plusieurs peptides ou lipopeptides 
contenant un ou plusieurs epitopes CD8+, CD4+ ou B et plus particuli&rement des 
6pitopes issus d'une proteine du VHC, notamment au moins un peptide issu de la 
proteine NS3, se liant a au moins quatre molecules HLA II differentes dont la 

20 frequence allelique est sup6rieure & 5 % dans la population caucasienne, avec une 
activite de liaison < 1000 nM. 

L'invention englobe les peptides issus des proteines C et NS3 de 
n f importe quel genotype du VHC. 

Conformement a Tinvention, on entend par "mol6cules HLA II diffe- 

25 rentes" aussi bien des molecules HLA DP et DQ codees par des alleles differents que 
des molecules DR codees par des g&nes differents ou des alleles differents d'un meme 
gene. 

Avantageusement, les dites molecules HLA II sont choisies parmi les 
molecules HLA-DR1, HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DR7, HLA-DR11, HLA-DR13, 
30 HLA-DR1 5, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5 et HLA-DP4. 

De maniere particulidrement avantageuse, les dites molecules HLA 
II sont codees respectivement par les alleles HLA DRB1*0101, DRB1*0301, 
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DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*1101, DRB1*1301, DRB1*1501, DRB3*0101, 

DRB4*0101, DRB5*0101, DP*0401 et DP*0402. 

Un tel melange de peptides permet d'obtenir, de maniere surpre- 

nante, une reponse proliferative T CD4+ (stimulation des lymphocytes T CD4+) et ce, 
5 chez la grande majorite de la population caucasienne a proteger et quel que soit le 

genotype du VHC concern6 ; on peut done considerer qu'un tel melange constitue im 

premier pas vers une composition immunogfene « universelle », apte a etre effective- 

ment utilisee dans un vaccin. 

Selon une disposition avantageuse dudit melange, les peptides issus 
10 de la proteine C du virus de l'hdpatite C, sont s61ectionn6s dans le groupe constituS 

par : 

a) les peptides correspondant aux positions 19-47, 27-51, 31-57, 

104-133 et 127-167, 

b) les peptides d'au moins 1 1 acides amines inclus dans les peptides 

1 5 tels que definis en a), et 

c) les peptides derives des peptides tels que definis en a) ou en b) par 
substitution par des residus alanine (C A), de residu(s) cysteine situe(s) en position 
+1 ou +2, relativement au residu d'acide amine en position N terminale et/ou en 
position -1, -2 ou -3, relativement au residu d'acide amine en position C terminale. 

20 Avantageusement, les peptides d'au moins 1 1 acides amines tels que 

d6finis en b) sont selectionnes dans le groupe constitue par : 

- le peptide inclus dans le peptide 27-51 correspondant aux positions 

27-41, 

- le peptide inclus dans le peptide 31-57 correspondant aux positions 

25 31-45, et 

- les peptides inclus dans le peptide 127-167 correspondant respecti- 
vement aux positions 127-149, 131-145, 131-148, 131-167, 134-148 et 148-167. 

Avantageusement, les peptides tels que d6finis en c) sont selectionn6s 
dans le groupe constitu6 par le peptide d6riv6 du peptide C 127-149 de sequence 
30 TAGFADLMGYIPLVGAPLGGAAR (SEQ ID NO: 5). 

Selon une autre disposition avantageuse dudit melange, les peptides 
issus de la proteine NS3, sont selectionnes dans le groupe constitue par : 
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d) les peptides correspondant respectivement aux positions 1007- 
1037, 1036-1055, 1052-1072, 1076-1093, 1127-1153, 1149-1172, 1174-1195, 1190- 
1212, 1206-1239, 1246-1275, 1275-1304, 1361-1387, 1377-1403, 1404-1432, 1456- 
1481, 1495-1513, 1524-1553 et 1552-1583, 
5 e) les peptides d'au moins 1 1 acides amines inclus dans les peptides 

precedents, et 

f) les peptides d6rives des peptides tels que definis en d) ou en e) par 
substitution par des residus alanine (C -» A), de residu(s) cysteine situe(s) en position 
+1 ou +2, relativement au residu d'acide amine en position N terminate et/ou en 
10 position -1, -2 ou -3, relativement au r&idu d'acide amine en position C terminate. 

Avantageusement, les peptides d'au moins 11 acides amines tels que 
d6finis en e) sont selectionnfes dans le groupe constitue par : 

- les peptides inclus dans le peptide 1007-1037 correspondant 
respectivement aux positions 1007-1021, 1015-1029, 1015-1037, 1019-1033 et 1020- 

15 1034, 

- les peptides inclus dans le peptide 1174-1195 correspondant 
respectivement aux positions 1174-1188, 1174-1192 et 1178-1192, 

- les peptides inclus dans le peptide 1190-1212 correspondant 
respectivement aux positions 1190-1204 et 1192-1206, 

20 - les peptides inclus dans le peptide 1246-1275 correspondant 

respectivement aux positions 1246-1260, 1246-1264, 1250-1264 et 1261-1275, 

- les peptides inclus dans le peptide 1377-1403 correspondant 
respectivement aux positions 1381-1395, 1381-1397, 1381-1403 et 1383-1397, 

- le peptide inclus dans le peptide 1495-1513 correspondant respecti- 
25 vement aux positions 1495- 1 509, 

- les peptides inclus dans le peptide 1524-1553 correspondant 
respectivement aux positions 1524-1552, 1524-1538, 1528-1542, 1528-1552, 1529- 
1543, 1534-1548, 1538-1552 et 1540-1553, et 

- les peptides inclus dans le peptide 1552-1583 correspondant 
30 respectivement aux positions 1559-1573 et 1563-1577. 

Avantageusement, les peptides tels que definis en f) sont s61ectionn6s 

dans le groupe constitu6 par : 
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- le peptide deriv6 du peptide 1076-1093 de sequence 
GVAWTVYHGAGTRTIASP (SEQ ED NO: 10), 

- le peptide derive du peptide 1149-1172 de sequence 
RGSLLSPRPISYLKGSSGGPLLAP (SEQ ID NO: 13), 

5 - le peptide derive du peptide 1377-1403 de sequence 

GKAffLEVIKGGRHLIFCHSKKKADEL (SEQ ED NO: 20), 

- le peptide derive du peptide 1456-1481 de sequence 
TAVTQTVDFSLDPTFTEETTTLPQDA (SEQ ED NO: 22), et 

- le peptide derive du peptide 1524-1553 de sequence 
10 GAAWYELTPAETTVRLRAYMNTPGLPVAQD (SEQ ED NO: 24) et les peptides 

inclus dans la sequence SEQ ED NO: 24 correspondant respectivement aux positions 
1524-1538, 1524-1552, 1528-1552, 1538-1552 et 1540-1553. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit m61ange, il 
inclut des peptides issus des proteines C et NS3 du VHC de genotype 1, de pr6ference 

15 de sous-type la ou lb. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit 
melange, il inclut 2 a 6 peptides differents issus des proteines C et NS3, tels que 
definis ci-dessus, l'ensemble des peptides se liant a au moins 10 molecules HLA II 
dont la frequence allelique est sup6rieure a 5 % dans la population caucasienne. 

20 Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, lesdits 

peptides sont selectionn6s dans le groupe constitue par les peptides issus de la proteine 
C correspondant respectivement aux positions 27-51, 131-167, 127-149, 131-148, 
148-167 et les peptides issus de la prot6ine NS3 correspondant respectivement aux 
positions 1007-1037, 1015-1037, 1036-1055, 1174-1192, 1190-1212, 1246-1264, 

25 1381-1403, 1381-1397, 1524-1553, 1528-1552 et 1552-1583. 

Par exemple: 

- le peptide C 19-47 se lie avec une bonne affinite aux molecules 
DR1, DR7, DR11, DR13, DR15, DRB5 et DP402 codees par les alleles tels que 
definis ci-dessus, 

30 - le peptide C 31-57 se lie avec une bonne affinite aux molecules 

DR1, DR7, DR11, DR13, DR15, DRB5, DP401 et DP402 codees par les alleles tels 
que d6finis ci-dessus, 



WO 2004/014936 PCT7FR2003/002446 

14 

- le peptide C 104-133 se lie avec une bonne affinite aux molecules 
DR1, DR7, DR1 1 et DRB5 codees par les alleles tels que definis ci-dessus, 

- le peptide C 127-149 se lie avec une bonne affinit6 aux molecules 
DR1, DR7, DR1 1, DR15 et DRB5 codees par les alleles tels que definis ci-dessus, 

5 - le peptide NS3 1007-1037 se lie avec une bonne affinit6 aux mole- 

cules DR1, DR3, DR4, DR7, DR1 1, DR13, DR15, DRB4, DRB5 et DP402 codees par 
les alleles tels que definis ci-dessus, 

- le peptide NS3 1036-1055 se lie avec une bonne affinite aux mole- 
cules DR1, DR4, DR11, DRB4 et DRB5, codees par les alleles tels que d6finis ci- 

10 dessus, 

- le peptide NS3 1052-1080 se lie avec une bonne affinite aux 
molecules DR1, DR4, DR7, DR1 1, DR15, DRB4 et DRB5, codees par les alleles tels 
que definis ci-dessus, 

- le peptide NS3 1076-1093 se lie avec une bonne affinite aux mole- 
15 cules DR1, DR7, DR11, DR15, et DRB5, codees par les alleles tels que d6finis ci- 
dessus, 

- le peptide NS3 1127-1153 se lie avec une bonne affinite aux 
molecules DR1, DR7, DR11, DR13, et DRB5, codees par les alleles tels que definis 
ci-dessus, 

20 - le peptide NS3 1149-1172 se lie avec une bonne affinite aux 

molecules DR1, DR7, DR15, DRB4, et DRB5, codSes par les alleles tels que definis 
ci-dessus, 

- le peptide NS3 1174-1195 se lie avec une bonne affinit6 aux 
molecules DR1, DR4, DR7, DR1 1, DR15, DRB4, et DRB5, codees par les alleles tels 

25 que definis ci-dessus 

- le peptide NS3 1190-1212 se lie avec une bonne affinite aux 
molecules DR1, DR4, DR7, DR11, DR15 et DRB5, cod6es par les alleles tels que 
d6finis ci-dessus, 

- le peptide NS3 1206-1239 se lie avec une bonne affinit6 aux 
30 molecules DR1, DR4, DR7, DR1 1 et DRB5, codees par les alleles tels que definis ci- 
dessus, 
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- le peptide NS3 1246-1275 se lie avec une bonne affinite aux 
molecules DR1, DR4, DR7, DR11, DR13 et DR15, codSes par les alleles tels que 
definis ci-dessus, 

- Ie peptide NS3 1275-1304 se lie avec une bonne affinite aux 
5 molecules DR1, DR4, DR7, DR11, DR15, DRB3 et DP401 codees par les alleles tels 

que definis ci-dessus, 

- le peptide NS3 1361-1387 se lie avec une bonne affinite aux 
molecules DR1, DR7, DR15 et DRB5 codees par les alleles tels que definis ci-dessus, 

- le peptide NS3 1377-1403 se lie avec une bonne affinite aux 
10 molecules DR1, DR7, DR11, DR13, DRB4 et DRB5 codSes par les alleles tels que 

definis ci-dessus, 

- le peptide NS3 1404-1432 se lie avec une bonne affinite aux 
molecules DR1, DR4, DR7, DR15 et DRB5 codees par les alleles tels que definis ci- 
dessus, 

15 - le peptide NS3 1456-1481 se lie avec une bonne affinite aux mole- 

cules DR1, DR3, DR4, DR7, DR1 1, DR13, DR15, DRB3, DRB4 et DRB5 codees par 
les alleles tels que definis ci-dessus, 

- le peptide NS3 1495-1513 se lie avec une bonne affinite aux 
molecules DR1, DR7, DR1 1, DR15, DRB3, DRB4 et DRB5 codees par les alleles tels 

20 que definis ci-dessus, 

- le peptide NS3 1524-1553 se lie avec une bonne affinite aux mole- 
cules DR1, DR4, DR7, DR11, DR15, DRB3, DRB4, DRB5 et DP402 codees par les 
alleles tels que definis ci-dessus, 

- le peptide NS3 1552-1583 se lie avec une bonne affinite aux mol6- 
25 cules DR1, DR7, DR1 1, DR15, DRB5, DP401 et DP402 codees par les alleles tels que 

definis ci-dessus, 

Conforntement £ l'invention, les peptides inclus dans ledit melange 
sont sous forme, soit de peptides individualises, soit d f une proteine de fusion compre- 
nant une s6quence des peptides dudit melange, & Texclusion de la sequence 
30 correspondant a la fusion des peptides C 31-45, C 141-155 et NS3 1207-1221. 

Lesdits peptides individualises sont prepares selon les precedes 
classiques de synthase en parallele sur phase solide et ladite proteine de fusion est 
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preparee selon les techniques classiques d ! ADN recombinant, dans un systeme 
d'expression approprie. 

Ladite prot6ine de fusion comprend les sequences desdits peptides 
directement reliees entre-elles par une liaison peptidique ou bien separees par des 
5 sequences exogenes, c'est-a-dire des sequences autres que celles presentes £ cette 
position dans la sequence des proteines C et NS3 du VHC, notamment les sequences 
d'autres epitopes T CD4+, CD8+ ou B, par exemple du VHC. 

La presente invention a egalement pour objet une molecule d'acide 
nucleique, caracterisee en ce qu f elle code pour une proteine de fusion telle que definie 
10 ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet tout vecteur recombinant, 
notamment plasmide ou virus, comprenant au moins une moldcule d'acide nucleique 
telle que d6finie ci-dessus, placee sous le contrdle des elements necessaires k la trans- 
cription de ladite molecule, notamment sous le controle d'un promoteur et d*un 

1 5 terminateur de transcription. 

L'invention concerne egalement les cellules hotes, notamment 
bact6ries, levures ou cellules de mammifere, transformees a Taide d f xm vecteur tel que 
defini ci-dessus, de maniere k integrer de fa9on stable dans leur genome ou k mainte- 
nir de maniere stable, au moins une molecule d ! acide nucleique telle que definie ci- 

20 dessus. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
immunog&ie anti-VHC, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins : 

- un melange de peptides issus d'une proline C et d'une proteine 
NS3 du VHC, tels que d6finis ci-dessus, et/ou 
25 - une molecule d'acide nucleique telle que definie ci-dessus, ou 

- un vecteur approprie tel que defini ci-dessus, notamment un virus, 
en association avec au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable et 6ven- 
tuellement au moins un adjuvant 

Les adjuvants utilises sont des adjuvants classiquement utilises dans 
30 les compositions vaccinales, tels que l'hydroxyde d'alumine et le squatene. 

On peut utiliser entre autres des vecteurs viraux tels que les adeno- 
virus, les retrovirus, les lentivirus et les AAV, dans lesquels a 6t6 inseree pr6alable- 
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ment la sequence d'intergt ; on peut egalement associer ladite sequence (isolee ou 
inseree dans un vecteur plasmidique) avec une substance capable d'assurer une pro- 
tection desdites sequences dans l'organisme ou lui permettant de franchir la membrane 
des cellules-hote, par exemple une preparation de liposomes, de lipides ou de poly- 
5 meres cationiques, ou bien l'injecter directement dans la cellule hote, sous forme 
d'ADN nu. 

Par exemple, l'utilisation d'ADN nu pour Timmunisation constitue 
une approche vaccinale efficace : elle consiste a injecter dans Torganisme hote a 
vacciner, un ADN nu codant pour un antigene proteique ; cet ADN permet une 
10 synthase prolongee de T antigene par les cellules de l'hote ainsi qu'une presentation 
durable de cet antig&ne au syst&ne immunitaire. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite composition 
immunogene, lesdits peptides sont sous forme de peptides modifies ou bien associ6s a 
des liposomes ou k des lipides, notamment sous forme de lipopeptides. 
15 La partie lipidique du lipopeptide est notamment obtenue par addi- 

tion d'un motif lipidique sur une fonction a-aminee desdits peptides ou sur une fonc- 
tion reactive de la chaine laterale d'un acide amine de la partie peptidique ; elle peut 
comprendre une ou plusieurs chaines derivSes d'acides gras en C4-20, eventuellement 
rarniftees ou insaturees (acide palmitique, acide ol6ique, acide linoleique, acide lino- 
20 lenique, acide 2-amino hexad6canoYque, pimelautide, trimetauxide) ou un derive d'un 
steroide. Le procedS de preparation de tels lipopeptides est notamment decrit dans les 
Demandes Internationales WO 99/40113 ou WO 99/51630. La partie lipidique prefe- 
rs est notamment representee par un groupe N^acetyl-lysine ^(palmitoyl), egale- 
ment denomme Ac-K(Pam). 
25 Le peptide modifi6 est notamment obtenu par modification d'au 

moins ime liaison peptidique -CO-NH- de la chaine peptidique desdits peptides par 
introduction d'une liaison de type retro ou retro-inverso (-NH-CO-) ou d'une liaison 
difKrente de la liaison peptidique (methylene amino, carba, cetomethytene, m6thy- 
lene-oxy...) ou bien par substitution d f au moins un acide amine de la chaine peptidique 
30 desdits peptides par un acide amin6 non proteinogenique, c'est a dire im acide amine 
n'entrant pas dans la constitution d'une proline naturelle, notamment un acide amine 
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dont le carbone portent la chaine laterale, a savoir le groupe -CUR- est remplace par 
un motif n'entrant pas dans la constitution d'un acide amine naturel. 

Selon un autre mode de realisation avantogeux de ladite composition 
immunogene, ledit melange de peptides est associe : 
5 - a un ou plusieurs peptides ou lipopeptides contenant un ou plu- 

sieurs epitopes CD8+ (reconnus specifiquement par les lymphocytes T cytotoxiques et 
presentes par les molecules HLA I) et plus particulierement des epitopes CD8+ issus 
d'une proteine du VHC tels que les peptides C 2-10, 28-36, 35-44, 41-49, 42-50, 85- 
98, 88-97, 127-140, 131-140, 132-140, 167-176, 178-187, 181-190 ; les peptides El 
10 220-227, 233-242, 234-242, 363-371 ; les peptides E2 401-411, 460-469, 489-496, 
569-578, 621-628, 725-733 ; les peptides NS2 826-838, 838-845 ; les peptides NS3 
1073-1081, 1169-1177, 1287-1296, 1395-1403, 1406-1415 ; les peptides NS4A 1585- 
1593, 1666-1675 ; les peptides NS4B 1769-1777, 1789-1797, 1807-1816, 1851-1859 ; 
le peptide NS5A 2252-2260 et les peptides NS5B 2588-2596, 2727-2735 (Rehermann 
1 5 et al., Current Topics in Microbiology and Immunology, 2000, 242; 299), 

- a d'autres peptides comprenant des 6pitopes CD4+ multiples, tels 
que le peptide de la toxine tetanique TT (positions 830-846), le peptide de 
l'h6magglutinine d' Influenza HA (positions 307-319), PADRE (Pan DR Epitope, 
Alexandre J. et al., Immunity, 1994, 1, 9, 751-761) et le peptide LSA3 de Plasmodium 

20 falciparum et/ou 

- a un ou plusieurs peptides ou lipopeptides contenant un ou 
plusieurs epitopes B, plus particulierement des epitopes B issus d'une proteine du 
VHC reconnus specifiquement par des anticorps diriges contre ces derniers, tels que le 
peptide C 5-27 (Khanna et al., Acta Virologica, 1998, 42, 141-145), le peptide NS4 

25 1698-1719 (Khanna et al., pr6cite) et le peptide NS5 2295-2315 (Khudyakov et al., 

Virology, 1995, 206, 666-672). 

Les peptides C et NS3 selon l'invention, inclus dans les melanges, 

tels que definis ci-dessus ont ete avantegeusement s61ectionn6s a l'aide d'un test de 

liaison HLA D/peptides comprenant : 
30 - la purification des molecules HLA II d'intdret, c'est-a-dire celles 

concernant plus de 5 % d'une population donn6e et notemment les molecules HLA 

DR1, DR3, DR4, DR7, DR1 1, DR13, DR15, DRB3, DRB4, DRB5 et DP4, 



WO 2004/014936 PCT/FR2003/002446 

19 

- l'incubation des molecules HLA II ainsi purifiees, avec differentes 
concentrations de fiagments chevauchants et couvrant la sequence de la proteine C ou 
de la proteine NS3 et avec un reactif Rl ou traceur constitue d'un fragment peptidique 
associe k un marqueur non radioactif, tel que la biotine et dont la sequence est diffe- 

5 rente desdits peptides ; le reactif Rl ou traceur est choisi de maniere k ce qu'il 
presente une affinite vis-a-vis de Tune des molecules HLA II d'interet, telle qu'il 
puisse etre utilise a une concentration < 200 nM, 

- le transfert des complexes obtenus sur une plaque de type ELISA, 
prealablement sensibilis6e avec un anticorps specifique de toutes les molecules DR ou 

10 DP, 

- la revelation des complexes molecules HLA D/reactif Rl, fixes au 
fond de la plaque au moyen de conjugues convenables, tels que streptavidine-phos- 
phatase et d'un substrat fluorescent, 

- la selection des peptides comprenant des epitopes differents, c'est- 
15 a-dire les plus repr6sentatifs des differentes zones d' interaction entre la proteine C ou 

la prot6ine NS3 et les molecules HLA II et 

- le choix des peptides les plus adaptes, en fonction de la frequence 
des alleles vis-a-vis desquels ils presentent une activite de liaison < 1000 nM, de 
pr6f£rence < 800 nM, correspondant k la concentration de ces peptides, qui inhibe 

20 50 % de la liaison du reactif Rl (IC50). 

Ces tests permettent, de manidre non ambigue, d'associer k chaque 
molecule HLA II, les sequences des fragments capables de s'y Her ou au contraire qui 
ne s'y lient pas. 

Cette demarche permet de d6finir des compositions immunogenes 
25 incluant des peptides qui se lient au plus grand nombre de molecules HLA II diffe- 
rentes et qui peuvent etre ainsi avantageusement protectrices pour la majorite des 
patients, meme si Ton ne connalt pas ieurs genotype HLA. 

Cette demarche a en outre Favantage de permettre la selection de 
peptides significativement plus specifiques vis-a-vis du VHC que les demarches 
30 cherchant k s61ectionner des peptides sur la base de leur capacite k stimuler les 
lymphocytes T CD4+ (tests de proliferation). 

Les conditions d'incubation sont propres a chaque molecule HLA II 
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(temps d'incubation, pH, reactif Rl, concentration en HLA II ou en reactif Rl). 

Le reactif Rl est selectionne dans le groupe constitue par les 
sequences suivantes : 

. PKYVKQNTLKLAT (HA 306-318, SEQ IDNO: 75), specifique des alleles 
5 DRB1*0101,DRB1*0401,DRB1*1101 etDRB5*0101, 

. EAEQLRAYLDGTGVE (A3 152-166, SEQ ID NO: 79), specifique de l'allele 
DRB1*1501, 

. AKTIAYDEEARGLE (MT 2-16, SEQ ID NO: 77), specifique de l'allele 
DRB1*0301, 

10 . AAYAAAKAAALAA (YKL, SEQ ID NO: 76), specifique de l'allele 
DRB 1*0701, 

. TERVRLVTRHTYNREE (Bl 21-36, SEQ ED NO: 78), specifique de l'allele 
DRB1*1301, 

. ESWGAVWRIDTPDKLTGPFT (LOL 191-210, SEQ ID NO: 80), sp6cifique de 
15 l'allele DRB3*0101, 

. AGDLLAD3TDKATI (E2/E168, SEQ ID NO: 81), specifique de l'allele 
DRB4*0101, et 

. EKKYFAATQFEPLAARL (Oxy 271-287, SEQ ID NO: 82) specifique des alleles 
DP*0401 etDP*0402. 

20 D'autres reactifs Rl peuvent 6tre utilises, notamment ceux decrits 

dans Southwood et al. (J. Immunol., 1998, 160, 3363-3373). 

La presente invention a 6galement pour objet un vaccin destine a la 
prevention et au traitement des infections a VHC, caract6ris6 en ce qu'il inclut une 
composition immunogfene telle que d6finie ci-dessus. 

25 La presente invention a egalement pour objet des peptides issus de la 

proteine C ou de la proteine NS3 d'im VHC, notamment de genotype la ou lb, carac- 
terises en ce qu'ils sont selectionn6s dans le groupe constitue par : les peptides issus 
de la proteine C, tels que d6finis ci-dessus, a l'exclusion du peptide C 31-45, C 21-40, 
C 20-44, C 23-42, C 111-130, C 109-128, C 128-152, C 131-150, C 133-152, C 138- 

30 162, C 141-155, C 142-161, C 141-160 et C 145-164, et les peptides issus de la 
proteine NS3 choisis parmi : 
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- les peptides correspondant respectivement aux positions 1007- 
1037, 1036-1055, 1052-1072, 1076-1093, 1127-1153, 1149-1172, 1174-1195, 1190- 
1212, 1206-1239, 1275-1304, 1361-1387, 1377-1403, 1404-1432, 1456-1481, 1495- 
1513, 1524-1553 et 1552-1583 et les peptides d'au moins 11 acides amin6s inclus dans 

5 les peptides precedents, a l'exclusion des peptides NS3 1384-1401 et NS3 1207-1221, 

- les peptides correspondant respectivement aux positions 1246-1260 

et 1261-1275, 

- les peptides derives des peptides precedents par substitution par 
des residus alanine (C -> A), de r6sidu(s) cysteine situ6(s) en position +1 ou +2, 

10 relativement au residu d'acide amine en position N terminale et/ou en position -1, -2 
ou -3, relativement au residu d'acide amine en position C terminale, et 

- les peptides derives des peptides precedents, tels que definis ci- 

dessus. 

De tels peptides qui contiennent un epitope CD4+, apte k avoir une 
15 activite de liaison < 1000 nM, de preference < 800 nM vis-a-vis d'au moins 4 mole- 
cules HLA II differentes telles que definies ci-dessus, sont aptes a etre reconnus par 
des lymphocytes T CD4+ specifiques desdits peptides presents chez des patients 
infect6s par le VHC sont done utiles comme reactifs de diagnostic d f une infection a 
VHC. 

20 La presente invention a egalement pour objet un reactif de diagnos- 

tic, caracteris6 en ce qu'il comprend au moins Tun des peptides C ou NS3, tels que 
definis ci-dessus, lesdits peptides etant eventuellement marques ou complexes, sous la 
forme de complexes multimeriques. 

La pr£sente invention a egalement pour objet un proc6de 

25 devaluation de Tetat immunitaire d'un individu, caracterise en ce qu*il comprend une 
6tape de detection de la presence de cellules T CD4+ specifiques des peptides C et/ou 
NS3, tels que definis ci-dessus ; ladite detection est realisee, de manure avantageuse 
par Tun des tests suivants : test de proliferation, test ELISPOT [voir par exemple la 
Demande Internationale WO 99/51630 ou Gahery-Segard et al. J. Virol., 2000, 74, 

30 1964-)] ou cytometric de flux en presence de complexes multimeriques constitu6s a 
partir desdits peptides E6 et/ou E7. 

De maniere plus precise : 
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* pour ce qui conceme le test de proliferation : 
Une suspension de cellules (PBMC, PBMC depletees en cellules 
CD8+, lymphocytes T prealablement enrichis par une 6tape de culture in vitro avec les 
peptides s61ectionnes selon l'invention ou des lymphocytes T clones) est cultiv6e 

5 pendant 3 a 5 jours en presence des peptides selection's et au besoin de cellules 
presentatrices appropriees telles que des cellules dendritiques, des PBMC autologues 
ou het6rologues, des cellules lymphoblastotdes telles que celles obtenues apres infec- 
tion par le virus EBV ou des cellules genetiquement modifiees. La proliferation des 
cellules est mesuree par incorporation de thymidine tritiee dans l'ADN des cellules. 

10 Les peptides selection's conformement a l'invention, permettent de reveler dans la 
suspension initiale la presence de cellules spdcifiques de ces peptides. 

* pour ce qui conceme le test ELISPOT : 

Le test ELISPOT permet de reveler la presence de cellules T sp6ci- 
fiques d'un peptide selectionne conformement a l'invention et secretant de l'lFN-y. 
15 De maniere plus precise, les cellules T sont revelees par mesure de 

la secretion d'lFN-y apres incubation des PMBC des patients avec les peptides selec- 
tion's selon l'invention, conformement a la methode decrite dans Gahery-Segard et 
al., J. Virol., 2000, 74, 1964. 

* pour ce qui conceme la mise en oeuvre de complexes multi- 

20 meriques et notamment de complexes tetram6riques : 

- on met en contact un 6chantillon biologique, de preference des 
cellules mononucleees du sang pdripherique (PBMC) avec des complexes tetra- 
m6riques marqu6s produits a partir de complexes entre des peptides C et/ou NS3 tels 
que d6finis ci-dessus et des molecules HLA de classe H solubles et l'on 
25 . analyse les cellules marquees, notamment par cytomdtrie de flux. 

De maniere avantageuse, prealablement a la mise en contact de 
l'echantillon biologique avec ledit complexe, on l'enrichit en cellules T CD4+, en le 
mettant en contact avec des anticorps anti-CD4, pour enrichir ledit echantillon. 

Les tetrameres sont prepares, comme pr6cis6, par exemple dans E.J. 
30 Novak et al. (J. Clin. Investig., 1999, 104, R63-R67) ou dans M.J. Kuroda et al. (J. 
Virol., 2000, 74, 18, 8751-8756). 
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Brifcvement, les tetramfcres sont fabriques en incubant, pendant 72 
heures a 37°C et dans un tampon phosphate citrate 10 mM, NaCl 0,15 M a un pH 
compris entre 4,5 et 7, des molecules HLA H solubles et biotinylees avec un exces de 
10 de peptides C et/ou NS3, identifies et selectionnes conformement a Pinvention. 
5 La forme tetramerisee est obtenue en ajoutant k la preparation de la 

streptavidine marquee par un fluorochrome en quantite quatre fois moindre (mole a 
mode) que de molecules HLA EL L'ensemble est incube une nuit a temperature 
ambiante. 

Pour utiliser ces tetrameres, on met en contact une suspension de 
10 cellules (PBMC, PBMC deplet6es en cellules CD8+, lymphocytes T prealablement 
enrichis par une 6tape de culture in vitro avec les peptides C et/ou NS3 selectionnes 
conformement h la presente invention ou des lymphocytes T clones) avec un ou 
plusieurs tetrameres (10 a 20 mg/ml) pendant 1 a 3 heures. Apres lavage, la suspen- 
sion est analysee par cytometrie de flux : on visualise le marquage des cellules par les 
15 tetrameres grace au fait que ces constructions sont fluorescentes. 

La cytometrie de flux permet de separer les cellules marquees par les 
tetrameres des cellules non marquees et d'effectuer ainsi un tri cellulaire. 

La presente invention a ainsi, en outre, pour objet une methode de tri 
de lymphocytes T specifiques du VHC, caracterise en ce qu'il comprend au moins les 
20 Stapes suivantes : 

- incubation ou mise en contact, d'une suspension de cellules a trier 
avec un ou plusieurs t6trameres marques formes k partir de complexes entre des 
peptides C et/ou NS3 tels que d6finis ci-dessus et des molecules HLA II solubles, et 

- tri des cellules marquees par les tetrameres. 

25 Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se r6fere k 
des exemples de mise en oeuvre du proced6 objet de la presente invention ainsi qu'au 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre les sequences des peptides issus des prolines C 
30 et NS3 qui ont et6 etudids. Pour simplifier les differents peptides ont 6te denommes 

lCa6C et 8Ni29N. 
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- la figure 2 illustre l'activite de liaison d*une premiere serie de 
peptides des prot6ines C et NS3, vis-a vis des molecules HLA n prdponderantes dans 
la population caucasienne. Les valeurs correspondent aux IC 50 , exprimees en nM. Les 
valeurs inferieures a 1000 nM, correspondent aux peptides presentant une bonne affi- 

5 nite pour les molecules HLA U, sont indiquees en gras. nd : non determine. 

- la figure 3 illustre l'activite de liaison, vis-a vis des molecules HLA 
II pr6ponderantes dans la population caucasienne, dune seconde serie de peptide des 
proteines C et NS3, derives de la premiere s6rie. Les valeurs correspondent aux IC 5 o, 
exprimees en nM. Les valeurs inf6rieures a 1000 nM, correspondant aux peptides 

10 presentant une bonne affinite pour les molecules HLA H, sont indiquees en gras. nd : 
non determine. 

- la figure 4 illustre l'immunogenicite in vivo de 3 peptides de la 
proteine NS3 presentant une forte affinite pour HLA-DR1 (8N 1007-1037, 15N 1 174- 
1 195 (15N) et 28N 1524-1553, mesuree par un test de proliferation des splenocytes de 

15 souris transgeniques pour les molecules HLA-DR1 humaines, prealablement immuni- 
sees par chacun des peptides (figure 4A) ou par un melange de ces peptides (figure 
4B). Les peptides 3C 93-107, 6C 148-173 et 12N 1094-1119 qui possedent une faible 
affinit6 pour HLA-DR1 sont utilis6s comme contrdle. Les valeurs correspondent a 
Tindex de proliferation des splenocytes. 
20 - la figure 5 illustre l'immunogenicit6 in vitro de 6 peptides de la 

proteine NS3 presentant une forte affinite pour au moins 4 molecules HLA II diffe- 
rentes pr6pond6rantes dans la population caucasienne (8N 1007-1021, 8N 1019-1033, 
15N 1178-1193, 28N 1538-1552, 18N 1250-1264 et 8N 1024-1037), mesuree par un 
test ELISPOT, a partir de 3 lignees de lymphocytes T CD4+ issues d'un individu sero- 
25 negatif (P014/A, P014/B et P014/C) ; les lymphocytes T ont ete prealablement stimu- 
les in vitro par des cellules dendritiques de ce meme individu chargees par le melange 
de peptides) puis le nombre de lymphocytes T secreteurs d'IFN-y.a 6t6 mesur6 en 
presence de cellules dendritiques non chargees issues du meme individu et en 
presence de ces peptides seuls ou en m61ange (mix HCV) ou bien en l'absence de 
30 peptides (- peptide). Les valeurs indiqu6es correspondent au nombre de lymphocytes 
T secreteurs dlFN-y. 
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H doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustration de l'objet de Invention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

FXEMPLE 1 : DETERMINATION DES CONDITIONS DES TESTS DE 
5 LIAISON PEPTTOES/MOLECULESHLA II 
1) Peptides 

Tous les peptides sont synthetis6s selon la strategic Fmoc en 
synthese parallele sur phase solide, purifies par HPLC et contrdles par spectrometrie 
de masse (ES-MS). 
10 a) Premiere sftrie de peptides 

L'activite de liaison des peptides des proteines C et NS3 du VHC aux 
molecules HLA II, a ete test6e a partir de 25 fragments de grandes tailles (entre 15 et 
34 acides amines), choisis selon deux criteres : 

- presence de plusieurs residus aromatiques ou hydrophobes qui sont 
1 5 les principaux r6sidus d'ancrage pour les molecules HLA-DR et HLA-DP, et 

- bonne probabilite de pouvoir etre synthetises. 

Les sequences des peptides selectionn6s, issues du genotype la, sont 
presentees dans le Tableau DI ci-dessous. 



WO 2004/014936 



PCT7FR2003/002446 



26 



Tableau m : Sequences de la premiere serie de peptides 



nom 


— ■ — " r 

Sequence m 


Taille 


aumero 


IC 19-47 


PQDVKFPGGGQ1VGGV YLrJ^rKivor*sj-.<jYi*. 


29 


SEQID NO: 1 


2C31-57 


VGGVxLLPRRGPRLGVKA 1 KJv l ocKov 


27 


SEQ ID NO: 2 


3C 93-107 


WAGWLLSPRGSRPSW 


15 


SEQ ID NO: 3 


4C 104-133 


RPSWGPTDPRRRSRNLOlvViiJ iLiturAUb 


30 


SEQ ID NO: 4 


5C 127-149 


TAGFADI^GYIPLVGAPbOUAJUv 


23 


SEQ ID NO: 5 


6C 148-173 


ARALAHGVKVLEDGVN Y A 1 LrlN L>r vj Ae> 


26 


SEQ ID NO: 6 


8N 1007-1037 


GREUXGP ADGlvTv SKGWRLLAr l lAi mj^i i 


31 


SEQ ID NO: 7 


9N 1036-1055 


TRGLLGCnTSLTGRDKNQV 


20 


SEQ ID NO: 8 


ION 1052-1072 


KNQ VEGEVQIV ST AAQ I r LA 1 


21 


SEQ ID NO: 9 


1 IN 1076-1093 


s~*-x r a xt ;»m rirrr/t A TT> «"PT A CD 

GVAWTVYHGAGTR1 LAbr 


18 


SEQ ID NO: 10 


12N 1094-1119 


KGPVIOMYTNVDQDLVOWrArU^^^ 


26 


SEQ ID NO: 11 


13N 1 127-1153 


S SDLYLVTRHAD V IrVKKKOU^KU^i^Lv 


27 


SEQ ID NO: 12 


14N 1149-1172 


RGSLLSPRPISYLKGSSGGPLLAF 


24 


SEQ ID NO: 13 


15N 1174-1195 


GHAVGEFRAAvC 1 RGVAKAVDr 


22 


SEQ ID NO: 14 


16N 1190-1212 


AKAVDFIP VENLE ri MRSP VbT U 


23 


SEQ ID NO: 15 


17N 1206-1239 


RSPVFTDNSSPPVVPQSFOVAHLHAPTGSGKSTK 


34 


SEQ ID NO: 16 


18N 1246-1275 


AOGYKVLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHGED 


30 


SEQ ID NO: 17 


19N 1275-1304 


DPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGG 


30 


SEQ ID NO: 18 


22N 1362-1387 


IEEVALSTTGEIPFYGKAIPLEVIKG 


26 


SEQ ID NO: 19 


23N 1377-1403 


GKAIPLEVTKGGRHLIFCHSKKKADEL 


27 


SEQ ID NO: 20 


24N 1404-1432 


AAKLVALGINAVAYYRGLDVSVIPTSGDV 


29 


SEQ ID NO: 21 


26N 1456-1481 


TAVTQTVDFSLDPTFTffiTITLPQDA 


26 


SEQ ID NO: 22 


27N 1495-1513 


KPGIYRFVAPGERPSGMFD 


19 


SEQ ID NO: 23 


28N 1524-1553 


GAAWYELTP AETTVRLRAYMN TPGLPVAQD 


.30 


SEQ ID NO: 24 


29N 1552-1583 


1 ODHLEF WEG VFTGLTHID AHFLS QTKQ S GENL 

~ a~~+ x io r.iiKc^ifi«rir»n AHm rpciHii r.vstpine de la seaue 


I 32 

ace de la 


SEQ ID NO: 25 
jolyproteine du VH( 



sont indiques en gras. 

b) deuxieme serie de peptides 

5 Tous les peptides de la premiere s6rie se liant a au moins 6 mol6- 

cules HLA II et certains peptides se liant a au moins 5 molecules HLA H ont 6t6 
decoup6s en peptides de 15 acides amines afin d'identifier plus precis6ment les zones 
d'interaction (peptides 8N, 9N, 10N, 15N, 16N, 18N, 19N, 23N, 27N, 28N, 29N, 1C, 
2C et 5C). Seul le peptide 26 n'a pas ete etudie en raison de la difficult^ a le synth6ti- 

10 ser. Le peptide 6C qui est tres chevauchant avec le peptide 5C et qui en combinaison 
avec ce dernier se lie a 6 molecules HLA E a egalement ete etudi6. 

La sequence de l'ensemble de ces peptides est presentee dans le 
Tableau IV et la figure 1. 
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Tableau IV : Sequences de la deuxieme serie de peptides 



nom 


Sequence 


numdro 


OXT 1AA*> 1 A17 

8N 1007-1037 


GREILLGPADGlVlvSKGWR^ 


OCA TT\ XJ^\. *f 

SEQ ID 1NO: 7 


oxt i a ao i /\i t 

8N 1007-1021 


/T> T5TT T /^Ti a tx/"*x *n rnw 

OREILLGPADGMVSK 


SEQ ID NO: 26 


8N 1011-1023 


LLGPADGMVSKGWRL 


OT3#-\ fTX XIA. OO 

SEQ ID NO: 27 


OXT inic 1 AOQ 

8N 1015-102V 


ADGMVSKGWRLLAPI j 


ri T~?/""\ fTX XTA. OO 

SEQ ID NO: 28 


OXT tAin 1 ATI 

8N 1019-1033 


VSKGWRLLAPITAYA 


l~i Y7 /-"i TTX vir\. Ort 

SEQ ID NO: 29 


OXT 1 A*5 A 

8N 1020-1034 


O TV X X TTX T T A THT*T» A XT A /"V 

SKGWRLLAPirAYAQ 


O T"7 f~\ 1 I \ \T/-\. 

SEQ ID NO: 30 


OXT 1 AO A 1 AO O" 

8N 1024-103/ 


TJT T A TiTT 1 A XT A AATTI 

RLLAPJTAYAQQTR 


OT3/^k TTX XTr\. 1 1 

SEQ ID NO: 3 1 


15N 1174-1195 » 


GHAVGIFRAAVCTRGVAKAVDF 


OI5A m m T^fc 4 ^ 

SEQ B0 NO: 14 


1 CXT 1 1 "7/1 1 1 DO 

15N 1 1 /4-1 loo 


pTT A T T 1 .'IX A A X /TOOT* /"» 

GHAVGIFKAAVCTRG 


OHA TTX XTi"X. 11 

SEQ ID NO: 32 


1 CXT 1 t OO 1 1 AO 

15N 1178-1192 


/^TT?T> A A T T/~V 1 ' 1 > /"*X r A W A 

Glr RAAVLT 1 KGVAKA 


OT3/X TTX XTA. 

SEQ ID NO: 33 


1 CXT 1 1 O 1 f 1 AC 

15N 1 181-1195 


T> A A X f/'VI'H j^X T a TA" A X TTXT^ 

RAAVCTRGVAKAVDF 


SEQ ID NO: 34 


^ oxt * A •< c a 

28N 1524-1553 


GAAWYELTPAETTVRLRAYMNTPGLPVAQD 


SEQ ID NO: 24 


OOXT 1 Cl/t 1 CIO 

28N 1524-1538 


g*~\ A A TT 7X.7TJT O^TX A V>'I V P1 TT\ 

GAAWYELTPAETTVR 


OT7/"X TTX XTTX. 1 C 

SEQ ID NO: 35 


nn\T 1 C*0 t fill 

28N 1528-1542 


YELTPAETTVRLRAY 


SEQ ID NO: 36 


28N 1529-1543 


ELTPAETTVRLRAYM 


SEQ ID NO: 37 


28N 1534-1548 


ETTVlxXlxAYMNTPGL 


SEQ ID NO: 38 


28N 1538-1552 


IxXRAYMNTPGLPVAQ 


fx l^- 1 ✓"x i Ttx "v t/\ "X /-v 

SEQ ID NO: 39 


28N 1540-1553 


lxAYMNTPGLPVAQD 


SEQ ID NO: 40 


18N 1246-1275 


AQGYKVLVI^NPSVAATLGFGAYMSKAHGID 


SEQ ID NO: 17 


18N 1246-1260 


AQGYKVLVLNPSVAA 


SEQ ID NO: 41 


18N 1250-1264 


KVLVLNPSVAATLGF 


SEQ ID NO: 42 


18N 1255-1269 


NPSVAATLGFGAYMS 


SEQ ID NO: 43 


18N 1261-1275 


TLGFGAYMSKAHGID 


SEQ ID NO: 44 


1C 19-47 


PQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLGVR 


ayx/\ irrxv xk r ^"x ^ 

SEQ ID NO: 1 


2C 31-57 


VGGVYLLPRRGPRLGVRATRKTSERSQ 


SEQ ID NO: 2 


IC 19-33 


PQDVKFPGGGQ1YGG 


SEQ ID NO: 45 


1C 27-41 


GGGQIVGGVYLLPRRG 


SEQ ID NO: 46 


2C 31-45 


GGVYLLPRRGPRLGV 


SEQ ID NO: 47 


2C 43-57 


RLGVRATRKTSERSQ 


SEQ ID NO: 48 


5C 127-149 


TAGFADLMGYIPLVGAPLGGAAR 


SEQ ID NO: 5 


6C 148-173 


ARALAHGVRVLEDGVNYATGNLPGAS 


SEQ ID NO: 6 


5C 127-141 


TAGFADLMGYIPLVG 


SEQ ID NO: 49 


5C 131-145 


ADLMGYIPLVGAPLG 


OTTTX TTX VT/X C t\ 

SEQ ID NO: 50 


5C 134-148 


MGY1PLVGAPLGGAA 


PCA TTX XTA. f 1 

SEQ ID NO: 51 


/"* t A t 1 CC 

C 141-155 


/~t a T*» T yty» A A TX ATA TTT» 

GAP LGG AARALAHG 


C* T"?/'X TTX XTTX» CO 

SEQ ID NO: 52 


6C 148-163 


ARALAHGVRVLEDGV 


O T~" y*\ T¥X MA. d 

SEQ ID NO: 53 


t co 1 C.C 

6C 152-Iod 


AHG VRVLED G VnY AT 


OT3^X TTX XT/X . CA 

ShQ ID NO: 54 


6C 159-173 


|« | \/^t 7X.TXT A OTV/"^XTT T*/~« A O 

EDGVInyATGNLPGAS 


OT7/X TTX XTTX. CC 

SEQ ID NO: 55 


16N H90-1212 


AKAVDFIPVENLETTiVllvSPVTTD 


SEQ ID NO: 15 


t /\T I 1 /X/\ 1 OZ\A 

16N 1190-1204 


AKAVDFEPVENLETT 


o t 1 ^ TT\ "V TV^\ J? at* 

SEQ ID NO: 56 


1 ^VT 1 1 AO 1 O A/C 

loN 1 192-1206 


A\nDFiP\^l^ETTMR 


SEQ ID NO: 57 


i rvi t 1 1 O 1 A 

16N 1196-1210 


TT\1 fn\TT T^rnmi ^T^ /"l TNT j ■ » 

IPV^NLETTMRSPVF 


f> T~» y~\ YT^ VTA ^ c% 

SEQ ID NO: 58 


1 DlN I I 7/ X. Am Vim 


xllNi-rti 1 1 JVlKor Vr I U 


ORA TTX XT/X. CA 


ION 1052-1072 


KNQVEGEVQIVSTAAOTFLAT 


SEQ ID NO: 9 


ION 1052-1066 


KNQVEGEVQIVSTAA 


SEQ ID NO: 60 


ION 1056-1070 


EGEVQIVSTAAQTFL 


SEQ ID NO: 61 


23N 1377-1403 


GKA1PLEV1KGGRHLIFCHSKKKADEL 


SEQ ID NO: 20 


23N 1377-1391 


GIOUPLEVIKGGRHL 


SEQ ID NO: 62 


23N 1381-1395 


PLEVTKGGRHLIFCH 


SEQ ID NO: 63 


23N 1383-1397 


EVTKGGRHLEFCHSK 


SEQ ID NO: 64 


23N 1389-1403 


MllwiFCHSKKKADEL 


SEQ ID NO: 65 


27N 1495-1513 


KPGrYRFVAPGERPSGMFD 


SEQ ID NO: 23 
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TTPOTYRFV APGERP S 


SEQ ID NO: 66 


27N 1500- 1MJ 


Kr V ArKJCiisJr ovjlVLTLJ , 


SEQIDNO: 67 


29N 1552-1583 


QDHLiEjJp WEuV rl KxLi JL riJLLJAxLr toy i. ivvjvj^^ *^ 


SEQ ID NO: 25 


29N 1554-1568 


HLEF WiitiVl* 1 LrJL i HI 


SEQ ID NO: 68 


29N 1565-1579 


LTHlD AHr LSQTKQS 


SEQ ED NO: 69 


29N 1559-1573 


t I"* P/"^T TTT 1 1 1 \ A LTT7T 

EGVrTCrL 1 rllL/ Arlr L . 


SEQ ID NO: 70 


29N 1563-1577 


Ti~rr TWTTkAWPT QOTK" 


SEOIDNO:71 


29N 1569-1583 


DAHFLSQTKOSGENL 


SEOIDNO:72 | 


9N 1036-1055 


TRGIXGCIITSLTGRDKNOV 


SEO ID NO: 8 


9N 1036-1050 


RGLLGCITTSLTGRD 


SEOIDNO: 73 


9N 1041-1055 


GCIITSLTGRDKNQV 


SEO ID NO: 74 


19N 1275-1304 


nPNTRTOVRTITTGSPITYSTYGKFLADGG 


SEQ ID NO: 18 


19N 1275-1289 


DPNIRTGVRTITTGS 


SEQ ID NO: 83 


19N 1279-1293 


RTGVRTITTGSPITY 


SEQ ID NO: 84 


19N 1283-1297 


p TTTTGSiPTT YSTYG 


SEQ ID NO: 85 


19N 1290-1304 


PITYSTYGKFLADGG 


SEQIDNO: 86 



2) Molecules HLA II 

al Choix des alleles 

12 molecules HLA H (10 molecules HLA-DR et 2 molecules HLA- 
5 DP) les plus abondantes dans la population francaise et dont les frequences alleliques 
sont caracteristiques de la population caucasienne, ont ete s61ectionn6es (Tableau 

vm): 

- molecules HLA-DR dont la chaine B est c odee par le gene DR1 

II s'agit des moldcules HLA-DR1, -DR3, -DR4, -DR7, -DR11, - 
10 DR13 et -DR15 dont la chaine B est codee par les alleles du locus DRB1 dont la 
frequence depasse les 5 % dans la population francaise : DRB1*0101, DRB1*0301, 
DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*1101, DRB1*1301 et DRB1*1501 qui represented 
a eux seuls 64 % de la population. Ces memes alleles sont les alleles HLA-DR les plus 
abondants dans les autres populations caucasiennes. Leur frequence varie entre 53 % 
15 (en Espagne) et 82 % (au Danemark). Pour les Etats-Unis et le Canada, ils represen- 
ted respectivement 58 et 55 % des alleles DR de la population. 

- molecules HLA-DR dont la chatne B n' est pas codee par le gene DR1 

II s'agit des molecules HLA-DRB3, -DRB4 et -DRB5 dont la chaine 
P est codee par les alleles les plus frequents dans la population francaise : HLA- 
20 DRB3*0101 (9,2 %), HLA-DRB4*0101 (28,4 %), et HLA-DRB5*0101 (7,9 %). Ces 
molecules couvrent a elles seules 45 % de la frequence allelique. 

- mol6cule§ HLA-DP 

II s'agit des molecules HLA-DP4 qui regroupent les molecules 
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codees par les alleles DPB1*0401 et DPB1*0402. Ces molecules DP4 sont les mole- 
cules HLA n les plus abondantes en Europe et aux Etats Unis. Leur frequence 
allelique est en effet de 40 et 1 1 % respectivement ce qui signifie qu'eltes sont Pune ou 
l'autre trouvees chez environ 76% des individus. 
5 Les peptides presents dans une sequence proteique et qui lient l'ensemble de ces 
mol6cules incluent done les 6pitopes T CD4 + de la majorite de la population. 
K) purification des molecules HLA H 

Les molecules HLA H sont purifiees par immunoaffinite a partir de 
diff6rentes lignees homozygotes de lymphocytes B humains transformees par le virus 

10 Epstein Barr (EBV). 

L'origine des lignees EBV et les differents alleles qui les caracte- 

risent sont decrits dans les Tableaux V et VI ci-dessous . 

Tableau V : Specificite DR des lignees EBV 



Lignees 


Specificity 


Allele 
DRB1 


Autres 
AUeles 
DRB 


LG2* 


DRl 


DRB1*0101 




HOME 


DRl 


DRB1*0101 




SCHU 


DRl 5 


DRB1*1501 


DRB5*0101 


MAT* 


DR3 


DRB1*0301 


DRB3*0101 


STEILIN 


DR3 


DRB 1*0301 


DRB3*0101 


BOLETH ° 


DR4 


DRB 1*0401 


DRB4*0101 


PREISS 


DR4 


DRB 1*0401 


DRB4*0101 


PITOUT 


DR7 


DRB 1*0701 


DRB4*0101 


i sweig" 


DR11 


DRB1*1101 


DRB3*0202 


1 ■ — oc 

HHKB 


DR13 


DRB1*1301 


DRB3*0101 



15 



Strang et al. J. Gen Virol., 1990, 71, 423, 00 Tsukui et al., Cancer Res., 1996, 56, 3967 




WO 2004/014936 PCT/FR2003/002446 

30 

Tableau VI : Lignees EBV exprimant DP4 



Lignees 


Sp6cificite 
DP 


Allele 
DPA1 


Allele 
DPBl 


reference 


HOM2 


DP4 


DPA1*0103 


DPB1*0401 


u 


BOLETH 


DP4 


DPA1*0103 


DPB1*0401 


o 


PITOUT 


DP4 


DPA1*0103 


DPBl*0401 


SOUTHWOOD et ai., J. 
Immunol., 1998, 160, 3363- 
3373 ! 


HHKB 


DP4 


DPA1*0103 


DPB 1*0401 


DAVENPORTHetal, 
P. N.A.S.. 1995, 92, 6567. 


SHU 


DP4 


DPA1*0103 


DPB 1*0402 


□ 


MLF 


DP4 


DPA1*0103 


DPB 1*0402 


u 


BM92 


DP4 


DPA1*0103 


DPB 1*0402 


u 



° Forigine des lignees est d^crite sur Ie site internet de la Collection europ^enne de Culture Cellulaire 
(http: // fuseiv.co.uk/camr/.) 



Les mol£cules HLA-DR et HLA-DP sont immunopurifies au moyen 
5 des anticorps monoclonaux respectivement L243 (Smith et al., P.N.A.S., 1982, 79, 
608-612) et B7/21 (WATSON et aL, Nature, 1983, 304, 358-361), selon les protocoles 
decrits dans Texier et al.(J. Immunol., 2000, 164, 3177 ; Eur. J. Immunol, 2001, 31, 
1837). 

3) Tests de liaison HLA H/peptides 

10 a) principe des tests 

Les tests de liaison des peptides aux molecules HLA-DP et HLA- 
DR sont des tests en competition avec une revelation immuno-enzymatique, derives 
de ceux mis au point pour des molecules HLA-DR (HLA-DR1: MARSHALL et al., J. 
Immunol., 1994, 152, 4946- ; HLA-DR1, -DR2, -DR3, -DR4, -DR7, -DR11 et -DR13 

1 5 : Demande de Brevet FR 99 0879 et TEXIER et aL, precites). 

Les tests de liaison sont realises de la maniere suivante: les mole- 
cules HLA-DR ou HLA-DP sont diluees dans des plaques k 96 puits en poly- 
propylene, dans du tampon phosphate lOmM, NaCl 150 mM, dodecyi maltoside (DM) 
1 mM, citrate 10 mM, thim&rosal 0,003%, & un pH et une dilution appropries pour 

20 chaque molecule. Un peptide traceur biotinyle (Tableau VTU) est ajoute 4 une 
concentration donnee, ainsi que plusieurs concentrations de peptides a tester (peptide 
comp6titeur). A la fin de Tincubation a 37°C (entre 24 et 72 heures selon les mole- 
cules), les echantillons sont neutralises avec 50 pJL de tampon Tris HC1 450 mM, pH 
7,5, thim£rosal 0,003 %, BSA 0,3 %, DM 1 mM. lis sont ensuite transferes sur des 

25 plaques ELISA maxisorp (96 puits) sur lesquels les anticorps anti-DP ou anti-DR ont 
6te prealablement adsorbes. L'incubation des Echantillons sur ces plaques est realis6e 
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pendant deux heures a temperature ambiante. Des lavages sont effectues entre chaque 
etape en tampon Tris HC1 0,1M, pH 7,5, Tween-20 0,05%. Le peptide biotinyle lie 
aux molecules HLA H est detecte par i'addition de 100 nL/puits du conjugu6 strepta- 
vidine-phosphatase alcaline (45 minutes) dilue au 1/2000 dans le tampon Tris lOmM, 
5 pH 7, NaCl 0,1 5M, Tween 20 0,05%, BSA 0,2%, tbimerosal 0,003%, puis de 200 
pL/puits du substrat 4-methyl-umbelliferyl-phosphate (MUP) a la concentration de 
100 nM, en tampon NaHC0 3 0,05M, pH 9,8, MgCl 2 ImM. L'6mission de fluores- 
cence par le produit de la reaction enzymatique est mesur6e a 450 ran apres excitation 
a 365 ran. La liaison maximale est determine en incubant le peptide traceur biotinyle 
10 avec la mol6cule HLA H en l'absence de peptide competiteur. La specificit6 de liai- 
son est contrdlee par I'addition d'un exces de peptide non biotinyle. Le bruit de fond 
obtenu ne differe pas significativement de celui obtenu en incubant le peptide bioti- 
nyl6 sans les molecules HLA n. Les resultats sont exprimes sous la forme de la 
concentration de peptide competiteur qui inbibe 50% de la liaison maximale du pep- 
15 tide traceur biotinyle (IC50). 

b) Conditions et sensibilite des tests 

Pour chaque test de liaison, la concentration en molecules HLA n, la 
concentration du peptide traceur, le pH d'incubation et le temps d'incubation ont 6te 
optimises comme precise dans le Tableau VII ci-apres. 
20 TABLEAU VII : Conditions des tests de liaison aux molecules HLA H 



Alleles 


dilution 


Traceurs 


Concentration 
traceur 
(nM) 


pH 
optimal 


Temps 
d'incubation 


DRB1*0101 


1/40 a 1/400 


HA 306-318 


1 


6 


24 


DRB 1*0301 


1/10 a 1/40 


MT2-16 


200 


4,5 


72 


DRB 1*0401 


l/20a 1/100 


HA 306-318 


30 


6 


24 


DRB 1*0701 


1/20 a 1/100 


YKL 


10 


5 


24 


DRB1*1101 


1/20 a 1/100 


HA 306-318 


20 


5 


24 


DRB1*1301 


1/10 a 1/40 


Bl 21-36 


200 


4,5 


72 


DRB1*1501 


1/10 a 1/100 


A3 152-166 


10 


4,5 


72 


DRB5*0101 


1/10 a 1/100 


HA 306-3 18 


10 


5,5 


24 


DRB3*0101 


1/10 a 1/100 


Lol 191-120 


10 


5,5 


24 


DRB4*0101 


1/10 a 1/100 


E2/E168 


10 


5 


72 


DBP 1*401 


1/20 a 1/4O0 


Oxy 271-287 


10 




24 


DPB1*402 


1/20 a 1/100 


Oxy 271-287 


10 




24 
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La sensibilite de chaque test est refldtee par les IC S0 observees avec 
les peptides non-biotinyles qui correspondent aux traceurs et les resultats obtenus sont 
illustres au Tableau VIE ci-apres. 

Tableau VIII : Sensibilite des tests de liaison au molecules HLA II 
5 preponderantes dans la population caucasienne 



Alleles 


Frequence Peptides 


fSEO ID NO: 75 k 82) 


ICso 
(nM) 


DRB1*0101 


9,3 


HA 306-3 18 


PKYVKQNTLKLAT 


31 


DRB1*0401 


5,6 


HA 306-318 


PKYVKQNTLKLAT 


44 


DRBl*110t 


9,2 


HA 306-3 18 


PKYVKQNTLKLAT 


38 


DRBi*0701 


14,0 


YKL 


AAYAAAKAAALAA 


34 


DRBl*030l 


10,9 


MT2-16 


AKTIAYDEEARRGLE 


100 


DRB1*1301 


6,0 


B 121-36 


TERVRLVTRHIYNREE 


330 


DRB1*1501 


8,0 


A3 152-166 


EAEQLRRAYLDGTGVE 


14 


DRB5*010l 


7,9 


HA 306-318 


PKYVKQNTLKLAT 


6,5 


DRB3*0101 


9,2 


Lol 191-120 


ESWGAVWRIDTPDKLTGPFT 


5 


DRB4*0l0l 


28,4 


E2/E168 


AGDLLAIETDKATI 


2 


DPBl*40l 


40 


Oxy 271-287 


EKKYFAATQFEPLAARL 


10 


DPB 1*402 


il 


Oxy 271-287 


EKKYFAATQFEPLAARL 


10 



Us frequences indiquees, issues de Colombani (HLA: fonctions immunitaires et applications 
medicates. 1993. Eds John Libbey Eurotext).qui sont les frequences aueliques en France, sont 
representatives de celles de la population caucasienne. 

EXEMPLE 2 : ACTIVITES DE LIAISON DES PEPTDDES C et NS3 VIS-A-VIS 
10 DES MOLECULES HLA U PREPONDERANTES DANS LA POPULATION 
CAUCASDENNE. 

1) Premiere sSrie de peptides (figure 2) 

Uactivite de liaison des peptides longs tels que definis a l'exemple 1, 
vis a vis des 12 molecules HLA H preponderantes dans la population caucasienne 
15 (HLA-DR1, -DR3, -DR4, -DR7, -DR11, -DR13, -DR15, -DRB3, -DRB4, -DRB5, - 
DP401, et -DP402 ; tableau VIE ) a ete mesuree dans les conditions precisees a 
l'exemple 1. 

Les resultats illustres par la figure 2 montrent que chaque peptide se 
He avec une bonne affinite (IC 50 < 1000 nM) a au moins une molecule HLA H et que 
20 plusieurs peptides se lient avec une bonne affinite a plusieurs molecules HLA E. 
Parmi ces derniers, les peptides 26N, 8N, 28N, 1C, 10N, 15N, 19N, 29N, 2C, 16N, 
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18N, 23N, 27N, 5C, 9N, UN, 13N, 14N, 17N, 24N, 4C et 22N se lient avec une 
bonne affinite a au moins 4 molecules HLA II differentes. 
2) Deuxieme serie de peptides (figures 3 et Tableau IX) 

Les resultats illustres par la figure 3 et le Tableau DC permettent de 
5 preciser les zones d'interaction des peptides avec les differentes molecules HLA II. 
Tableau IX: Activites de liaison des peptides 9N et 29N vis-a-vis des molecules 



HLA H preponderates dans la population caucasienne. 





DR1 


DR3 


DR4 


DR7 


DR11 


DR13 


DR15 


DRB3 


DRB4 


DRB5 


9N 1036-1055 


51 


>100000 


950 


2600 


700 


>100000 


5500 




1000 


53 


9N 1036-1050 


16 


>100000 


350 


2500 


1100 


MOOOOO 


1550 




300 
65000 


2000 


9N 10411055 


190 


62500 


2900 


25000 


2600 


>100000 


525 




11 


29M 1552-1583 


170 


6750 


4000 


750 


90 


27333 


60 




25000 


333 


29N 1559-1573 


29 


>100000 


3000 


18 


7 


MOOOOO 


305 




>100000 


32 


29N 1563-1577 


8 


3900 


2100 


16 


817 


3250 


13 




40000 


12 


29N 1569-1583 


950 


>100000 


10500 


3000 


22 


>100000 


2800 




>100000 


21000 



EXEMPLE 3 : IMMUNOGENICS DE PEPTIDES NS3 IN VIVO CHEZ DES 
10 SOURIS TRANSGENIQUES POUR UNE MOLECULE HLA II 

La capacit6 des peptides ayant une bonne affinite pour les molecules 
HLA fi tels que definis ci-dessus a induire une reponse immunitaire, a ete 6valuee par 
un test de proliferation in vitro, chez des souris transgeniques pour les molecules 
HLA-DR1 (Wilkinson et al., Infect. Immunity, 1999, 67, 1501-; Rosloniec et al., J. 

15 Exp. Med., 1997, 185, 1 1 13-), prealablement immunises avec ces peptides. 

Plus precisement, le protocole utilise est le suivant : 25 ug de 
chacundes peptides 8N 1007-1037, 15N 1174-1195, 28N 1524-1553, 3C 93-107, 6C 
148-173 et 12N 1094-1119, separement, ou bien 10 ug et 25 ug d'un melange des 
memes peptides 8N, 15N et 28N ont 6te emulsifies dans du montanide et injectes, par 

20 voie sous-cutanee, a un groupe de 5 souris. 15 jours apres, une deuxieme injection a 
ete effectuSe dans les mSmes conditions. Dix jours apres cette deuxieme injection, les 
animaux ont ete sacrifies et leur rate prelevee. Les spl6nocytes ont ete mis en culture 
dans du milieu HL-1 (BIOWHTITAKER) suppl6mente par 1% de serum de souris, en 
presence de 5ug/ml de chacun des peptides utilis6s pour l'injection, ou en l'absence de 

25 peptide. Apres 4 jours de culture, luCi de thymidine tritiee (AMERSHAM, LIFE 
TECHNOLOGIE) a ete rajoutee pendant 16 h. L'incorporation de la thymidine tritiee 
a ensuite 6te mesuree a l'aide d'un compteur beta (microb6ta 1450, PERKIN 
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ELMER). Les resultats sont exprimes en index de proliferation (nombre de CPM en 
presence de peptide/nombre de CPM en l'absence de peptide). 

Les resultats montrent que les peptides 8N1007-1037, 15N 1174- 
1195 et 28N 1524-1553 qui possedent une forte capacite de liaison a la molecule 

5 HLA-DR1 (IC 50 de respectivement 2, 3 et 2 nM) induisent une forte reponse immuni- 
taire chez ces souris alors que les peptides 3C93-107, 6C148-173 et 12N1094-1119 
qui possedent un faible capacite de liaison a cette molecule (ICso de respectivement 
6333, 10000 et > 10000 nM) n'induisent pas d'effet (figure 4A). Ces resultats montrent 
egalement que l'injection dHm melange de peptides n'a pas d'effet deletere sur la 

10 reponse immunitaire et permet d'induire une forte reponse contre chacun des peptides 

du melange (figure 4B). 

Ces resultats confirment que les peptides selectionnes par le test 
de liaison aux molecules HLA H sont capables d'induire une forte reponse CD4+ 
chez les individus immunises. lis indiquent done que les peptides s61ectionnes 
15 peuvent etre utilises dans des compositions immunogenes pour la vaccination 
contre rhepatite C. 

EXEMPLE 4 ; EMMUNOGENICITE DE PEPTIDES NS3 IN VITRO 

La capacit6 des peptides ayant une bonne affinite pour les molecules 
HLA H a induire in vitro une stimulation de lymphocytes T specifiques a ete evaluee a 
20 partir de prelevements sanguins de personnes seronegatives pour le VHC. II s'agit 
d'evaluer la capacite a recruter des lymphocytes precurseurs CD4+ alors qu'ils sont 
chez un individu naif a une tres faible frequence e'est-a-dire d'effectuer une immuni- 
sation in vitro au moyen de ces peptides, 
a) Mat6riels et methodes 
2 5 Les cellules mononucleees du sang peripherique (PBMC) ont ete 

separees sur un gradient de Ficoll. Les PBMCs ont ensuite 6t6 mises en culture dans 
du milieu AIM V (LIFE TECHNOLOGIES) et incubees dans des flasques, a l'etuve a 
37°C en presence de 5% C0 2 . Apres une nuit d'incubation, les cellules non adherentes 
ont ete r6cup6r6es, d6posees sur une colonne LS+ (MYLTENYI), puis les lympho- 
30 cytes T CD4+ ainsi purifies ont ete congeles. Les ceUules adherentes ont 6te incubees 
pendant 5 jours, dans du milieu AIM V contenant lOOOU/ml de GM-CSF et lOOOU/ml 
d'IL-4, puis les cellules diff6renciees en cellules dendritiques ont ensuite 6t6 cultivees 
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pendant 2 jours, en presence de lug/ml de LPS, 1000 U/ml d'IL-4 et 1000 U/ml de 
GM-CSF, de maniere a induire leur maturation. 

Les cellules dendritiques matures (100 000 cellules/puits) ont alors 
ete incubees avec un melange de peptides (10 ug de chaque peptide), pendant 5 heures 
5 a 37°C. Les cellules dendritiques matures ont ensuite 6te lavees puis incubees, en 
presence des lymphocytes T CD4+ (100 000 cellules/puits) prealablement decongeles, 
dans du milieu contenant 1000 U/ml d'IL-6 et lOng/ml dTL-12. Apres 7 jours, la 
culture a ete restimulee une premiere fois, au moyen de cellules dendritiques matures 
prealablement decongelees et chargees par le melange de peptides, dans du milieu 
10 contenant de 11L-2 (10 U/ml) et de l'IL-7 (5ng/ml). 7 jours plus tard, la culture a ete 
restimulee, de facon similaire, dans un mUieu ne contenant pas d'IL-2. Apres deux 
stimulations supplementaires, dans les conditions precedentes, les cellules ont ete 
testees en ELISPOT, de la facon suivante : 

Des anticorps anti-IFN y (1-D1K, MABTECH) dilues a 1 ng/ml dans 
15 du tampon PBS ont ete adsorbes sur des plaques de nitrocellulose (MILLIPORE) 
pendant lheure a 37°C. Les plaques ont ensuite ete lavees avec du PBS puis saturees 
avec du milieu RPMI contenant 10 % SVF (lOOul/puits), pendant 2 h a 37 °C. Les 
cellules dendritiques matures pr6alablement d6congelees (10000 cellules/puits) et 10 
000 lymphocytes a tester ont ensuite ete ajoutes dans les plaques et incubees 24 h a 37 
20 °C, en presence ou en l'absence d'un seul peptide ou d'un melange de peptides. Apres 
un lavage avec du tampon PBS puis avec du PBS Tween 0,05%, 100 nl d'anticorps 
secondaire anti-EFN-Y conjugue a la biotine (7-B6-l-biotin, MABTECH), dilue a 1 
jig/ml dans du PBS contenant 0,05% Tween 20 et 1% BSA, a ete ajout6 dans chaque 
puits. Apres une heure d'incubation, les plaques ont 6t6 lavees a nouveau et incubees 
25 avec 100^1/puits d'Extravidin-AKP (n° 2636, SIGMA), diluee au 1/5000 dans du PBS 
contenant 0,05 % Tween 20 et 1 % BSA. La rev61ation de la reaction immuno- 
enzymatique a ensuite et6 r6alis6e a l'aide du kit n° 170-6432 (BIORAD) 

h) Resultats , , 

Le S PBMC d'un patient s6ron6gatif (P014) ont ete testees selon le 

30 protocole tel que defini ci-dessus, avec le m61ange des peptides suivants : 8N 1007- 
1021, 8N 1019-1033.15N 1178-1192, 28N 1538-1552, 18N 1250-1264 et 8N 1024- 
1037. 
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Apres 4 restimulations, un ELISPOT a ete realis6 sur differents 
puits. Trois lignees specifiques ont pu etre raises en evidence (figure 5). Ces trois 
lignees repondent en presence du m61ange de peptides (mix) mais pas en l'absence du 
melange. Chaque Hgn6e repond a au moins un des peptides du melange. La lignee 
5 P014/A repond au peptide 15N 172-186 et au peptide 18N 244-258 (figure 5A). La 
lign6e P014/B repond au peptide 8N 13-27 (figure 5B) et la lignee P014/C aux 
peptides 15N 172-186 et 28N 532-546 (figure 5C). 

EXEMPLE 5 : DETECTION DE LYMPHOCYTES T SPECIFIQUES DU VHC 
A L'AIDE DES PEPTDDES C ET NS3. 
10 La capacite des peptides possedant une affinit6 61evee pour les 

molecules HLA de classe H tels que definis ci-dessus, a d6tecter des lymphocytes T 
specifiques du virus de l'hepatite C (VHC), a ete testee in vitro par le dosage des 
cytokines IFN-y, IL-2, IL-4 et EL- 10 produites par les lymphocytes T issus de 
PBMC de patients infectes de facon chronique par le VHC. 
15 De maniere plus precise, les cellules mononucleees du sang 

pdripherique (PBMC) de patients infectes de facon chronique par le VHC ont et6 
separees sur gradient de Ficoll, a partir d'un prelevement sanguin heparine. Les 
PBMC isolees ont ensuite ete cultivees a 37°C, dans des plaques a 96 puits conte- 
nant du milieu RPMI 1640 (GIBCO) complet (10 % s6rum humain 10 %, 100 
20 UI/ml p6nicilline et 10p.g/ml streptomycine), seul ou en presence : 

- d'un m6lange des peptides C 19-47 et 31-57, d'un melange des 
peptides C 127-149 et 148-173 ou des peptides NS3 1007-1037, 1036-1055, 1074- 
1195, 1190-1212, 1377-13403, 1524-1553, 1552-1583, chacun a la concentration 
de 10 ug/ml, 

25 - d'un melange de l'ensemble de ces peptides, chacun a la concen- 

tration de 1 10 ug/ml, 55 ug/ml ou 1 1 ug/ml, ou 

- de phytoh6magglutinine (PHA) ou de toxine t6tanique (TT), 

chacune a la concentration de 2,5 ug/ml . 

Les surnageants de culture ont ete recolt6s a 24h ou 48h et 

30 stockes a -80 °C jusqu'a l'analyse. 

Les cytokines eventuellement pr6sentes dans les surnageants ont 

ete dosees de la facon suivante : 
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Des plaques a 96 puits (Maxisorp, NUNC) ont ete recouvertes de 
100 Hi d'anticorps anti-IFN-y, IL-2, TLA et IL-10 (BECTON DICKINSON, 
2pg/ml) dans du tampon carbonate 0.1M, pH 8, 6 et incubees 2h a 37°C. Apres 
trois lavages successifs avec du tampon PBS contenant 0,05 % de Twen 20, les 
5 plaques ont et6 saturees avec 200 pi de PBS contenant 3 % de serum albumine 
bovine (BSA, SIGMA), pendant 2h a temperature ambiante. 50 pi de surnageant de 
culture (en double), ainsi qu'une une gamme etalon de cytokines recombinantes 
humaines (iH-IFN-y. rH-IL-2, rH-IL-4 et rH-IL-10 ; BECTON DICKINSON) ont 
ensuite ete ajout6s dans chaque puits et les plaques ont ete incubees pendant 12h a 
10 + 4°C. Apres trois lavages successifs avec du tampon PBS contenant 0,05 % de 
Twen 20, 100 pi d'anticorps secondaires anti-IFN-r, IL-2, YLA et IL-10 (BECTON 
DICKINSON, lpg/ml) dans du tampon PBS contenant 1 % de BSA ont ete ajoutes 
dans les puits puis les plaques ont ete incubees lh a temp6rature ambiante. Apres 
quatre lavages successifs avec du tampon PBS contenant 0,05 % de Twen 20, 100 
15 pi de streptavidine-peroxydase (SIGMA) diluee au 1/10000 dans du tampon PBS 
contenant 0,1 % BSA ont ete ajoutes dans les puits, puis les plaques ont ete incu- 
bees 30 min a temperature ambiante. Apres quatre lavages successifs avec du 
tampon PBS contenant 0,05 % de Twen 20, 100 pi d'orthophenyldiamine (OPD, 
SIGMA, 400 pg/ml) dans du tampon citrate 50 mM ont ete ajoutes dans les puits et 
20 les plaques ont ete incubees a temperature ambiante, puis la reaction a ete stoppee 
par ajout de 50 pi d'HCl 2N. La densit6 optique a ensuite ete mesuree a 540 nM et 
l'analyse quantitative des cytokines a ete realisee a l'aide du logiciel Deltasoft 
(DS3-1.518F/1994 E. BERCHTOLD & BIOMETALLICS INC). Les resultats, 
exprimes en pg/ml, sont presentes au Tableau X. 
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Tableau X: D osage de cytokines produites par les lymphocytes 
T de patients infects chroniques, apres stimulation par les peptides C et NS3, 
seuls ou en melange. 



PHA TT 



M110 M55 M11 



1C 5C 8N 
+ 2C + 6C 



9N 15N 16N 23N 28N 29N 



IL2 

patient IFNy 
815 IL4 
1L10 



1002 610 
1979 _ 
5638 _ 

497 



79 27 



11* 



156 



123 63* 



IL2 

patient IFNy 
829 IL4 
IL10 



NT _6 
NT 441, 
NT 
NT 



67 



1L2 

patient IFNy 
342 IL4 
IL10 



125 22 



20 



NT 



NT NT NT 



NT NT NT NT NT NT NT NT NT 



IL2 

patient IFNy 
862 IL4 
IL10 



60 

9902 _ 
9 

NT NT 



8* 



6 



29,1 _ 



57 



NT NT NT 



NT NT NT NT NT NT NT NT NT 



IL2 

patient IFNy 
093 IL4 
IL10 



1402* 171 
8542 83 
127 24 
8551 _ 



8 



2 

137 
35 



57 
23 



11 44 



IL2 

patient IFNy 
067 IL4 
IL10 



1337 695 
2447 212 
632 

665 



136 130 159 



loo — Z Z - - 85 - 51 - 76 60 



40 



32 43 58 55 



86 31* 



IL2 

patient IFNy 
630 IL4 
IL10 



18874 55 
474 
251 
242 



82 2.4 3,4 



12* 



IL2 

patient IFNy 
078 IL4 
IL10 



207 48 
2249 
55 
207 



44 



64 109 85 



64 



16 41 58 43 



54 21 38, 



patient ,. 9 
659 

IFNy 
IL4 
IL10 



153 



-187 
453 
182 



129, 40 



18 



31 



18 



29 



* HnQ a f m A 24h au lieu de 48 h : NT ' non teste: - : non detecte 
5 Le Tableau X montre que 8 patients sur 9 pr&sentent des cellules 

sp6cifiques d'au moins un des peptides C ou NS3, secretrices d'EL-2, IFN-y, d'IL-4 
ou d'IL-10. n montre egalement qu'un melange de peptides C et NS3 permet de 
detecter des lymphocytes T sp6cifiques du VHC au moins aussi efficacement que 
les peptides utilises s6par6ment, et qu'il augmente meme la sensibilite de cette 

1 0 detection (voir patient 342). 

Ces resultats indiquent que les peptides ayant une bonne affinite 
pour les molecules HLA E tels que definis ci-dessus, peuvent etre utilises dans un 
test de diagnostic de l'etat immunitaire de patients vis-a-vis de l'infection par le 
VHC. 

15 
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RKVENDICATIONS 

1°) Melange de peptides, caracterise en ce qu'il inclut au moins deux 
peptides diff6rents issus du virus de l'hepatite C, dont Wax au moins est un peptide issu 
de la proteine C, se liant a au moins quatre molecules HLA II differentes dont la 
5 frequence allelique est sup6rieure a 5 % dans la population caucasienne, avec une 
activit6 de liaison < 1000 nM. 

2°) Melange de peptides selon la revendication I, caract6ris6 en ce 
qu'il inclut, outre ledit peptide issu de la proteine C, au moins un peptide issu de la 
proteine NS3, se liant a au moins quatre molecules HLA II differentes dont la 
10 frequence all61ique est superieure a 5 % dans la population caucasienne, avec une 
activite de liaison < 1000 nM. 

3°) M61ange de peptides selon la revendication 1 ou la revendication 
2, caracterise en ce que les dites molecules HLA H sont choisies parmi les molecules 
HLA-DR1, HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DR7, HLA-DR11, HLA-DR13, HLA-DR15, 
15 HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5 et HLA-DP4. 

4°) M61ange de peptides selon la revendication 3, caract6rise en ce 
que les dites molecules HLA II sont codees respectivement par les alleles HLA 
DRB1*0101, DRB1*0301, DRB1*0401, DRB1*0701, DRBl*1101, DRB1*1301, 
DRB1*1501, DRB3*0101,DRB4*0101,DRB5*0101,DP*0401 etDP*0402. 
20 5°) M61ange de peptides selon l'une quelconque des revendications 1 

a 4, caracterise en ce que les peptides issus de la proteine C du virus de Hepatite C, 
sont selectionn6s dans le groupe constitu6 par : 

a) les peptides correspondent respectivement aux positions 19-47, 
27-51, 31-57, 104-133 et 127-167, 
25 b) les peptides d'au moins 1 1 acides amines inclus dans les peptides 

tels que definis en a), et 

c) les peptides d6rives des peptides tels que definis en a) ou enb) par 
substitution par des residus alanine (C -» A), de r6sidu(s) cysteine situe(s) en position 
+ 1 ou + 2, relativement au r6sidu d'acide amine en position N terminale et/ou en 
30 position -1, - 2 ou - 3, relativement au r6sidu d'acide amine en position C terminale. 
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6°) Melange de peptides selon la revendication 5, caracteris6 en ce 
que les peptides d'au moins 11 acides amines tels que definis en b) sont selectionnes 

dans le groupe constitue par : 

- le peptide inclus dans le peptide 27-51 correspondant aux positions 



5 27-41, 
31-45, et 



le peptide inclus dans le peptide 31-57 correspondant aux positions 



- les peptides inclus dans le peptide 127-167 correspondant respecti- 
vement aux positions 127-149, 131-145, 131-148, 131-167, 134-148 et 148-167. 
10 7°) Melange de peptides selon la revendication 5, caracterise en ce 

les peptides tels que definis en c) sont s61ectionnes dans le groupe constitue par le 
peptide derive du peptide C 127-149 de sequence SEQ ID NO: 5. 

8°) Melange de peptides selon l'une quelconque des revendications 2 
a 7, caracterise en ce que les peptides issus de la proteine NS3, sont s61ectionnes dans 

15 le groupe constitud par : 

d) les peptides correspondant respectivement aux positions 1007- 
1037, 1036-1055, 1052-1072, 1076-1093, 1127-1153, 1149-1172, 1174-1195, 1190- 
1212, 1206-1239, 1246-1275, 1275-1304, 1361-1387, 1377-1403, 1404-1432, 1456- 
1481, 1495-1513, 1524-1553 et 1552-1583, 

20 e) les peptides d'au moins 1 1 acides amines inclus dans les peptides 

precedents, et 

f) les peptides derives des peptides tels que definis en d) ou en e) par 
substitution par des residus alanine (C -> A), de residu(s) cysteine situe(s) en position 
+ 1 ou + 2, relativement au r6sidu d'acide amine en position N terminate et/ou en 
25 position -1, - 2 ou - 3, relativement au residu d'acide amine en position C terminals 

9°) Melange de peptides selon la revendication 8, caracterise en ce 
que les peptides d'au moins 11 acides amines tels que definis en e) sont s61ectionn6s 
dans le groupe constitu6 par : 

- les peptides inclus dans le peptide 1007-1037 correspondant 
30 respectivement aux positions 1007-1021, 1015-1029, 1015-1037, 1019-1033 et 1020- 
1034, 
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- les peptides inclus dans le peptide 1174-1195 correspondant 
respectivementaux positions 1174-1188, 1174-1192 et 1178-1192, 

- les peptides inclus dans le peptide 1190-1212 correspondant 
respectivement aux positions 1 190-1204 et 1 192-1206, 

5 - les peptides inclus dans le peptide 1246-1275 correspondant 

respectivement aux positions 1246-1260, 1246-1264, 1250-1264 et 1261-1275, 

- les peptides inclus dans le peptide 1377-1403 correspondant 
respectivement aux positions 1381-1395, 1381-1397, 1381-1403 et 1383-1397, 

- le peptide inclus dans le peptide 1495-1513 correspondant respecti- 
1 0 vement aux positions 1495-1509, 

- les peptides inclus dans le peptide 1524-1553 correspondant 
respectivement aux positions 1524-1552, 1524-1538, 1528-1542, 1528-1552, 1529- 
1543, 1534-1548, 1538-1552 et 1540-1553, et 

- les peptides inclus dans le peptide 1552-1583 correspondant 
15 respectivement aux positions 1559-1573 et 1563-1577. 

10°) Melange de peptides selon la revendication 8, caracterise en ce 
que les peptides tels que definis en f) sont s61ectionnes dans le groupe constitue par les 
sequences SEQ ID NO: 10, 13, 20, 22 et 24 et les sequences derivees de la s6quence 
SEQ ID NO: 24 correspondant respectivement aux positions 1524-1538, 1524-1552, 
20 1528-1552, 1538-1552 et 1540-1553. 

11°) Melange de peptides selon l'une quelconque des revendications 
I k 10, caract&rise en ce qu'il inclut des peptides issus des proteines C et NS3 du Virus 
de ltiepatite C de genotype L 

12°) Melange de peptides selon Tune quelconque des revendications 
25 L & 11, caracterise en ce qu'il inclut 2 a 6 peptides differents issus des proteines C et 
NS3, l'ensemble des peptides se liant k au moins 10 molecules HLA II dont la 
frequence allelique est superieure k 5 % dans la population caucasienne. 

13°) M61ange de peptides selon la revendication 12, caracterise en 
ce qu'il inclut des peptides selectionnes dans le groupe constitue par les peptides issus 
30 de la proteine C correspondant respectivement aux positions 27-51, 131-167, 127-149, 
131-148, 148-167 et les peptides issus de la proteine NS3 correspondant respective- 
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ment aux positions 1007-1037, 1015-1037, 1036-1055, 1174-1192, 1190-1212, 1246- 
1264, 1381-1403, 1381-1397, 1524-1553, 1528-1552 et 1552-1583. 

14°) Melange de peptides selon Tune quelconque des revendications 
1 a 13, caracteris6 en ce qu'il est sous forme d"une proteine de fusion comprenant une 
5 sequence des peptides dudit melange, a l'exclusion de la sequence correspondant a la 
fusion des peptides C 31-45, C 141-155 etNS3 1207-1221. 

15°) Molecule d'acide nucteique, caracterisee en ce qu'elle code pour 
une proteine de fusion selon la revendication 14. 

16°) Vecteur recombinant, caracterise en ce qu'il comprend une 
10 molecule d'acide nucleique selon la revendication 15. 

17°) Cellule, caracterisee en ce qu'elle est transform6e par un 

vecteur selon la revendication 16. 

18°) Composition immunogene anti-VHC, caract6ris6e en ce qu'elle 

comprend au moins : 

15 . un melange de peptides selon Tune quelconque des revendications 1 

a 14, et/ou 

- une molecule d'acide nucleique selon la revendication 15, ou 

- un vecteur recombinant selon la revendication 16, 

en association avec au moins un v6hicule pharmaceutiquement acceptable et even- 
20 tuellement au moins un adjuvant. 

19°) Composition immunogene selon la revendication 18, caracteri- 
see en ce que lesdits peptides sont sous forme de peptides modifies ou bien associes a 
des liposomes ou a des lipides, notamment sous forme de lipopeptides. 

20°) Composition immunogene selon la revendication 18 ou la 
25 revendication 19, caracterisee en ce que ledit melange de peptides est associe : 

- a un ou plusieurs peptides ou lipopeptides contenant un ou plu- 
sieurs epitopes CD8+ et plus particulierement des epitopes CD8+ issus d'une prot6ine 
du VHC tels que les peptides C 2-10, 28-36, 35-44, 41-49, 42-50, 85-98, 88-97, 127- 
140, 131-140, 132-140, 167-176, 178-187, 181-190 ; les peptides El 220-227, 233- 

30 242, 234-242, 363-371 ; les peptides E2 401-411, 460-469, 489-496, 569-578, 621- 
628, 725-733 ; les peptides NS2 826-838, 838-845 ; les peptides NS3 1073-1081, 
1169-1177, 1287-1296, 1395-1403, 1406-1415 ; les peptides NS4A 1585-1593, 1666- 
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1675 ; les peptides NS4B 1769-1777, 1789-1797, 1807-1816, 1851-1859 ; le peptide 
NS5A 2252-2260 et les peptides NS5B 2588-2596, 2727-2735. 

- a d'autres peptides comprenant des epitopes CD4+ multiples, tels 
que le peptide de la toxine tetanique TT (positions 830-846), le peptide de 

5 l'hemagglutinine d' Influenza HA (positions 307-3 19), PADRE et le peptide LSA3 de 
Plasmodium falciparum et/ou 

- a un ou plusieurs peptides ou lipopeptides contenant un ou 
plusieurs epitopes B, plus particulierement des epitopes B issus d'une proteine du 
VHC reconnus specifiquement par des anticorps diriges contre ces derniers, tels que 

10 tels que le peptide C 5-27, le peptide NS4 1698-1719 et le peptide NS5 2295-23 15. 

21°) Vaccin, caracteris6 en ce qu'il inclut une composition immuno- 
gene selon l'une quelconque des revendications 18 a 20. 

22°) Peptides issus d'une proteine C ou NS3 du VHC caracterises en 
ce qu'ils sont selectionnes dans le groupe constitu6 par : les peptides issus de la 
15 proteine C, tels que definis a l'une quelconque des revendications 1, 3 a 7, 11, 13 et 
14, a l-exclusion du peptide C 31-45, C 21-40, C 20-44, C 23-42, C 111-130, C 109- 
128, C 128-152, C 131-150, C 133-152, C 138-162, C 141-155, C 142-161, C 141- 
160 et C 145-164, et les peptides issus de la proteine NS3 choisis parmi : 

- les peptides correspondant respectivement aux positions 1007- 
20 1037, 1036-1055, 1052-1072, 1076-1093, 1127-1153, 1149-1172, 1174-1195, 1190- 

1212, 1206-1239, 1275-1304, 1361-1387, 1377-1403, 1404-1432, 1456-1481, 1495- 
1513, 1524-1553 et 1552-1583 et les peptides d'au moins 1 1 acides amines inclus dans 
les peptides precedents, tels que definis aux revendications 8 et 9, a l'exclusion des 
peptides NS3 1384-1401 etNS3 1207-1221, 
25 - les peptides correspondant respectivement aux positions 1246-1260 

et 1261-1275, tels que definis a la revendication 9, 

- les peptides d6rives des peptides prdcedents par substitution par 
des nSsidus alanine (C ->• A), de residu(s) cyst6ine situe(s) en position + 1 ou + 2, 
relativement au residu d'acide amine en position N terminate et/ou en position -1,-2 

30 ou - 3, relativement au residu d'acide amin6 en position C terminate, tels que definis 
aux revendications 8 et 10, et 
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- les peptides derives des peptides precedents, tels que definis aux 
revendications 11 et 14. 

23°) Reactif de diagnostic, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins un peptide selon la revendication 22 ou un melange de peptides selon Tune 
quelconque des revendications 1 k 14, eventuellement marque ou complexe, sous la 
forme de complexes multimeriques. 

24°) Procede devaluation de Tetat immunitaire d'un individu, 
caract6rise en ce qu'il comprend une etape de detection de la presence de cellules T 
CD4-H specifiques des peptides C et/ou NS3 tels que definis aux revendications 1 a 14. 

25°) M&hode de tri de lymphocytes T specifiques du VHC, caracte- 
ris6 en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

- mise en contact, d'une suspension de cellules a trier avec un ou 
plusieurs tdtrameres marqu6s formes a partir de complexes entre des peptides C et/ou 
NS3 tels que definis aux revendications 1 a 14 et des molecule HLA II solubles , et 

- tri des cellules marquees par les tetram^res. 
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263S82.5T25 
SEQUENCE LISTING 

<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 

SEDAC THERAPEUTICS 
maillere Bernard 
GEORGES Bert rand 
CASTELLI FLorence 
BOUZIDI Ahmed 



<120> MELANGE DE PEPTIDES ISSUS DES PROTEINES C ET NS3 DU VIRUS DE L' HEPATITE C 
ET LEURS APPLICATIONS 

<130> BLO/HLP/cpF263/82FR 
<160> 86 

<170> Patentln version 3-1 

<210> 1 
<211> 29 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 1 

pro Gin Asp val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin He val Gly Gly val 
15 10 15 

Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly Val Arg 
20 25 

<210> 2 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 
<400> 2 

val Gly Gly Val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly val 
15 10 15 

Arg Ala Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gin 

page 1 



WO 2004/014936 



PCT/FK2003/002446 
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20 25 

<210> 3 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 3 

Trp Ala Gly Trp Leu Leu ser Pro Arg Gly ser Arg Pro Ser Trp 
^ 5 10 

<210> 4 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 4 

Arg Pro ser Trp Gly Pro Thr Asp Pro Arg Arg Arg Ser Arg Asn 




<210> 5 

<211> 23 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 5 




pro Leu Gly Gly Ala Ala Arg 
20 



<210> 6 

<211> 26 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 
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<400> 6 

Ala Arg Ala Leu Ala His Gly val Arg val Leu Glu Asp Gly Val Asn 
1 5 10 i:> 

Tyr Ala Thr Gly Asn Leu Pro Gly Ala ser 
20 25 

<210> 7 
<211> 31 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 7 

Gly Arg Glu He Leu Leu Gly Pro Ala Asp Gly Met val Ser Lys Gly 
1 5 10 x:> 

Trp Arg Leu Leu Ala Pro lie Thr Ala Tyr Ala Gin Gin Thr Arg 

<210> 8 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 8 
Thr Arg 

1 5 



Thr Arg Gly Leu Leu Gly cys He He Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp 



Lys Asn Gin val 
20 



<210> 9 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 9 
Lys Asn 

1 5 
Thr Phe Leu Ala Thr 



Lys Asn Gin Val Glu Gly Glu val Gin lie Val Ser Thr Ala Ala Gin 
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20 

<210> 10 
<211> 18 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 10 

Gly Val Ala Trp Thr Val Tyr His Gly Ala Gly Thr Arg Thr lie Ala 
1 5 10 15 

Ser Pro 

<210> 11 
<211> 26 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 11 

Lvs Gly Pro val lie Gin Met Tyr Thr Asn Val Asp Gin Asp Leu val 
15 10 15 

Gly Trp Pro Ala Pro Gin Gly Ser Arg ser 
20 25 

<210> 12 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 12 

ser ser Asp Leu Tyr Leu val Thr Arg His Ala Asp val He Pro val 
X 5 10 15 

Arg Arg Arg Gly Asp ser Arg Gly Ser Leu Leu 



20 



<210> 13 
<211> 24 
<212> PRT 
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<213> Hepatitis C virus 
<400> 13 

Arg Gly ser Leu Leu ser pro Arg Pro lie ser Tyr Leu Lys Gly ser 
1 5 10 15 

Ser Gly Gly Pro Leu Leu Ala Pro 
20 

<210> 14 
<211> 22 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 14 

Gly His Ala val Gly lie Phe Arg Ala Ala val cys Thr Arg Gly val 
1 5 10 15 

Ala Lys Ala Val Asp Phe 
20 

<210> 15 
<211> 23 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 15 

Ala Lys Ala val Asp Phe lie Pro val Glu Asn Leu Glu Thr Thr Met 
15 10 15 

Arg Ser Pro Val Phe Thr Asp 
20 

<210> 16 
<211> 34 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 16 



Arg ser Pro Val Phe Thr Asp Asn Ser Ser Pro Pro Val val Pro Gin 
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5 



263S82.ST25 
10 



er Phe Gin val Ala His Leu His Ala pro Thr Gly ser Gly Lys ser 
20 25 30 

hr Lys 

:210> 17 

:211> 30 

:212> PRT 

:213> Hepatitis C virus 

:400> 17 

\la Gin Gly Tyr Lys val Leu val Leu Asn Pro Ser val Ala Ala Thr 
L 5 10 lb 

eu Gly Phe Gly Ala Tyr Met ser Lys Ala His Gly He Asp 
20 25 30 

c210> 18 
c211> 30 
<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 
<400> 18 

<\sp Pro Asn He Arg Thr Gly val Arg Thr He Thr Thr Gly Ser Pro 

lie Thr Tyr ser Thr Tyr Gly Lys Phe Leu Ala Asp Gly Gly 
20 25 30 

<210> 19 
<211> 26 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 19 

He Glu Glu val Ala Leu Ser Thr Thr Gly Glu lie Pro Phe Tyr Gly 
1 5 10 lb 

Lys Ala lie Pro Leu Glu val He Lys Gly 



page 6 



WO 2004/014936 PCT/FR2003/002446 

263S82.ST25 

20 25 

<210> 20 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 20 

Gly Lys Ala lie Pro Leu Glu val lie Lys Gly Gly Arg His Leu lie 
1 5 10 15 

Phe Cys His Ser Lys Lys Lys Ala Asp Glu Leu 
20 25 

<210> 21 
<211> 29 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 21 

Ala Ala Lys Leu Val Ala Leu Gly lie Asn Ala val Ala Tyr Tyr Arg 
1 5 10 15 

Gly Leu Asp val ser val lie pro Thr ser Gly Asp val 
20 25 

<210> 22 
<211> 26 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 22 

Thr Ala Val Thr Gin Thr Val Asp Phe Ser Leu Asp Pro Thr Phe Thr 
15 10 15 

lie Glu Thr He Thr Leu Pro Gin Asp Ala 
20 25 

<210> 23 
<211> 19 
<212> PRT 
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<213> Hepatitis C virus 
<400> 23 

Lys Pro Gly lie Tyr Arg Phe val Ala Pro Gly Glu Arg Pro ser Gly 
15 10 15 

Met Phe Asp 

<210> 24 

<211> 30 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 

<400> 24 

Gly Ala Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val Arg Leu 
1 5 10 15 

Arg Ala Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro val Ala Gin Asp 
20 25 30 

<210> 25 
<211> 32 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 25 

Gin Asp His Leu Glu Phe Trp Glu Gly val Phe Thr Gly Leu Thr His 
15 10 15 

lie Asp Ala His Phe Leu ser Gin Thr Lys Gin Ser Gly Glu Asn Leu 
20 25 30 

<210> 26 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 26 



Gly Arg Glu lie Leu Leu Gly Pro Ala Asp Gly Met val Ser Lys 
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10 



<210> 27 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 27 

Leu Leu Gly Pro Ala Asp Gly Met val ser Lys Gly Trp Arg Leu 
1 5 10 " 15 

<210> 28 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 28 

Ala Asp Gly Met Val Ser Lys Gly Trp Arg Leu Leu Ala Pro lie 
1 5 10 15 

<210> 29 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 29 

Val Ser Lys Gly Trp Arg Leu Leu Ala Pro lie Thr Ala Tyr Ala 
15 10 15 

<210> 30 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 30 

Ser Lys Gly Trp Arg Leu Leu Ala Pro lie Thr Ala Tyr Ala Gin 



1 



5 



10 



15 



<210> 31 
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<211> 14 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 31 

Arg Leu Leu Ala Pro He Thr Ala Tyr Ala Gin Gin Thr Arg 
15 10 

<210> 32 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 

<400> 32 

Gly His Ala val Gly lie Phe Arg Ala Ala val cys Thr Arg Gly 
1 5 10 15 

<210> 33 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 
<400> 33 

Gly He Phe Arg Ala Ala Val cys Thr Arg Gly val Ala Lys Ala 
15 10 15 

<210> 34 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 34 

Arg Ala Ala val cys Thr Arg Gly val Ala Lys Ala val Asp Phe 
1 5 10 15 

<210> 35 
<211> 15 
<212> PRT 
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<213> Hepatitis C virus 
<400> 35 

Gly Ala Ala Trp Tyr Glu Leu Thr pro Ala Glu Thr Thr val Arg 
15 10 15 

<210> 36 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 36 

Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val Arg Leu Arq Ala Tyr 
15 10 15 

<210> 37 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 37 

Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr val Arg Leu Arg Ala Tyr Met 
1 5 10 15 

<210> 38 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 38 

Glu Thr Thr val Arg Leu Arg Ala Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu 
1 5 10 15 

<210> 39 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
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<400> 39 

Arg Leu Arg Ala Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val Ala Gin 
15 10 15 

<210> 40 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 40 

Arg Ala Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val Ala Gin Asp 
15 10 

<210> 41 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 41 

Ala Gin Gly Tyr Lys Val Leu val Leu Asn Pro Ser val Ala Ala 
15 10 15 

<210> 42 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 42 

Lys val Leu val Leu Asn Pro Ser val Ala Ala Thr Leu Gly Phe 
1 5 10 is 

<210> 43 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 43 

*sn Pro ser val Ala Ala Thr Leu Gly phe Gly Ala Tyr Met ser 

page 12 



WO 2004/014936 



263S82.ST25 
10 



15 



PCT/FR2003/002446 



<210> 44 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 

<400> 44 

Thr Leu Gly Phe Gly Ala Tyr Met Ser Lys Ala His Gly lie Asp 
1 5 10 15 

<210> 45 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 45 

Pro Gin Asp val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Gly 
1 5 10 15 

<210> 46 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 46 



Gly Gly Gly Gin lie val Gly Gly Val Tyr Leu Leu pro Arg Arg Gly 
1 5 10 i ^ 



15 



<210> 47 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 

<400> 47 

Gly Gly val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly val 
1 5 10 15 



<210> 48 
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<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 48 

Arg Leu Gly Val Arg Ala Thr Arg Lys Thr ser Glu Arg ser Gin 
1 5 10 15 

<210> 49 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 49 

Thr Ala Gly Phe Ala Asp Leu Met Gly Tyr lie Pro Leu val Gly 
15 10 15 

<210> 50 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 



<400> 50 

Ala Asp Leu Met Gly Tyr lie Pro Leu Val Gly Ala Pro Leu Gly 
15 10 15 

<210> 51 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 51 

viet Gly Tyr He Pro Leu Val Gly Ala Pro Leu Gly Gly Ala Ala 
1 5 10 15 

<210> 52 
<211> 14 
<212> PRT 
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<213> Hepatitis C virus 
<400> 52 

Gly Ala Pro Leu Gly Gly Ala Ala Arg Ala Leu Ala His Gly 
15 10 

<210> 53 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 53 

Ala Arg Ala Leu Ala His Gly Val Arg Val Leu Glu Asp Gly Val 
15 10 15 

<210> 54 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 54 

Ala His Gly val Arg val Leu Glu Asp Gly Val Asn Tyr Ala Thr 
15 10 15 

<210> 55 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 55 

Glu Asp Gly Val Asn Tyr Ala Thr Gly Asn Leu Pro Gly Ala Ser 
1 5 10 15 

<210> 56 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 
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<400> 56 

Ala Lys Ala val Asp Phe lie Pro Val Glu Asn Leu Glu Thr Thr 
15 10 15 

<210> 57 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 57 

Ala val Asp Phe lie Pro val Glu Asn Leu Glu Thr Thr Met Arq 
1 5 10 15 

<210> 58 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 58 

lie Pro Val Glu Asn Leu Glu Thr Thr Met Arg ser Pro val Phe 
15 10 15 

<210> 59 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 59 

Glu Asn Leu Glu Thr Thr Met Arg ser Pro val Phe Thr Asp 
1 5 10 

<210> 60 

<211> 15 

<212> prt 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 60 

Lys Asn Gin val Glu Gly Glu val Gin lie val ser Thr Ala Ala 
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1 
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5 
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10 



15 



<210> 61 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 61 

Glu Gly Glu val Gin lie val ser Thr Ala Ala Gin Thr Phe Leu 
15 10 15 

<210> 62 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 62 

Gly Lys Ala lie Pro Leu Glu val lie Lys Gly Gly Arg His Leu 
1 5 10 15 

<210> 63 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 63 

Pro Leu Glu Val He Lys Gly Gly Arg His Leu lie Phe cys His 
15 10 15 

<210> 64 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 

<400> 64 

Glu Val lie Lys Gly Gly Arg His Leu lie Phe cys His ser Lys 
1 5 ' " 10 15 

<210> 65 
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<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 



<400> 65 

Arg His Leu lie Phe cys His Ser Lys Lys Lys Ala Asp Glu Leu 
1 5 10 15 

<210> 66 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 



<400> 66 

Lys Pro Gly He Tyr Arg Phe val Ala Pro Gly Glu Arg Pro ser 
1 5 10 15 

<210> 67 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 



<400> 67 

Arg Phe Val Ala Pro Gly Glu Arg Pro ser Gly Met Phe Asp 
1 5 10 

<210> 68 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 68 

His Leu Glu Phe Trp Glu Gly val Phe Thr Gly Leu Thr His lie 
15 10 15 

<210> 69 
<211> 15 
<212> PRT 
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<213> Hepatitis c virus 
<400> 69 

Leu Thr His He Asp Ala His Phe Leu ser Gin Thr Lys Gin ser 
15 10 15 

<210> 70 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 70 

Glu Gly Val Phe Thr Gly Leu Thr His lie Asp Ala His Phe Leu 
1 5 10 15 

<210> 71 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 71 

Thr Gly Leu Thr His lie Asp Ala His Phe Leu ser Gin Thr Lys 
1 5 10 15 

<210> 72 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 72 

Asp Ala His Phe Leu Ser Gin Thr Lys Gin Ser Gly Glu Asn Leu 
1 5 10 15 

<210> 73 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
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<400> 73 

Arg Gly Leu Leu Gly Cys lie lie Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp 
1 5 10 15 

<210> 74 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 74 

Gly Cys lie He Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn Gin val 
15 10 15 

<210> 75 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> influenza virus 
<400> 75 

Pro Lys Tyr val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 

<210> 76 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 76 

Ala Ala Tyr Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Leu Ala Ala 
15 10 

<210> 77 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 77 



Ala Lys Thr lie Ala Tyr Asp Glu Glu Ala Arg Gly Leu Glu 
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<210> 78 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 78 

Thr Glu Arg Val Arg Leu val Thr Arg His He Tyr Asn Arg Glu Glu 
1 5 10 15 

<210> 79 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 79 

Glu Ala Glu Gin Leu Arg Ala Tyr Leu Asp Gly Thr Gly val Glu 
1 5 " 10 15 

<210> 80 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 80 

Glu Ser Trp Gly Ala Val Trp Arg lie Asp Thr Pro Asp Lys Leu Thr 
1 5 10 15 

Gly Pro Phe Thr 
20 

<210> 81 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 81 

Ala Gly Asp Leu Leu Ala lie Glu Thr Asp Lys Ala Thr He 



page 21 



WO 2004/014936 



PCT/FR2003/002446 



5 



263S82.ST25 
10 



<210> 82 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 82 

Glu Lys Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu pro Leu Ala Ala Arg 
1 5 10 15 

Leu 

<210> 83 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 83 

Asp Pro Asn lie Arg Thr Gly val Arg Thr lie Thr Thr Gly Ser 
15 10 15 

<210> 84 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 84 

*rg Thr Gly val Arg Thr lie Thr Thr Gly ser Pro lie Thr Tyr 
15 10 15 

<210> 85 

<211> 15 

<212> PRT 

c213> Hepatitis c virus 

;400> 85 



vrg Thr lie Thr Thr Gly ser Pro lie Thr Tyr ser Thr Tyr Gly 
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<210> 86 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Hepatitis c virus 
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15 



<400> 86 

Pro He Thr Tyr Ser Thr Tyr Gly Lys Phe Leu Ala Asp Gly Gly 
15 10 15 
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